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Les travaux recents sur 1'effet des doses subletales d'atrazine lors de
la croissance de la Lemna minor font etat de transformations majeures de
Fultrastmcture des membranes thylako'i'diennes, alnsi que d'importants
changements dans les princlpaux constituants membranaires. L'objectif de
notre etude est de determiner 1'influence du traitement sur quelques-unes des
caractenstiques photosynthetiques des chloroplastes de Z. minor, notamment
remission de la fluorescence chlorophyllienne et Ie transport photosynthetlque
des electrons. Nous desirons etabllr certaines relations entre les changements
mentionnes plus haut et les propnetes photosynthetiques des chloroplastes.
Void done les principaux resultats obtenus et les pnnclpales conclusions:
Nos travaux sir la fluorescence montrent que les chloroplastes edates
de plantes traitees emettent jusqu'a 50% plus de fluorescence que ies
chloroplastes de plantes temoins. La presence de cations dans Ie milieu de
suspension ne permet pas aux chloroplastes des plantes temoins d'atteindre Ie
niveau d'intensite de la fluorescence emise par ceux des plantes traitees.
Toutefols, chez les plantes traitees, 1'amplitude de la stimulation de la
fluorescence par les cations est considerablement reduite. On ne peut
expliquer 1'augmentation de la fluorescence par un changement dans la teneur
en cations des chloroplastes. De plus, on ne peut rendre compte du phenomene
qu'en vertu de modifications d'ordre structural au nlveau des membranes. En
fait, 11 s'avere que des changements dans la proportion de chaque photosysteme
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ou dans la composition pigmentaire et llpldlque assoclee aux sous-umtes
photosynthetiques sont de nature a Influencer la fluorescence. Les observations
anteneires sur les constituants membranaires vi'ennent appuyer cette
interpretation. Par aiileurs, nos travaux sur 1'activite photosynthetique du PS
II etudiee par spectrophotometne en continu et sur 1'activite du PS I etudlee
par polarographie co'incident avec ces resultats. Chez 1es plantes traltees, Ie
rendement photosynthetlque sous eclairage limttant est supeneur a celui des
plantes temolns, tandis que Ie rendement du PS I, dans les memes conditions,
est infeneur A saturation lumineuse, 1'activite photosynthetique de chaque
photosysteme est superieure a ceile des plantes temoins. Ces resultats
suggerent soit une augmentatlon de la taille du PS II et une diminution de celle
du PS I, soit une redistribution de 1'energie en faveur du photosysteme II.
Flnalement, les chloroplastes de plantes traitees montrent une augmentatlon de
pres du double de la valeur d'inhibltlon a 50% de 1'activlte du photosysteme II
par 1'atrazine in vftro . Toutefois, cette difference est attenuee sun Ie plan
statistlque par la variation de 1'lnten/alle de conf lance. Puisque Ie rapport
chlorophylle a/b ne varle pas a la suite du traitement, ce resultat suggere
plutot un changement dans 1'accessibillte de 1'atrazine vers son site de fixation
plutot qu'un changement dans la proportion de chaque photosysteme.
Nos travaux indiquent des changements importants dans 1'actlvlte
photosynthetique des chloroplastes de L. minor traitees par 0,25 ppm
d'atrazine. Cette augmentation coincide avec les changements obsen/es au
mveau de 1'ultrastnicture et dans la composition membranaire des
chloroplastes de plantes traitees. Toutefois, un effort de recherche devrait
IV
etre entrepris pour elaborer des methodes de mesire directe de la tail Ie et de
la proportion de chaque photosysteme; alnsl que de la fluorescence emise par
les diverses sous-unites photosynthetlques dans Ie but de distinguer parmt ces
changements possibles et non mutuellement exclusifs lequel peut etre
davantage responsable des ecarts obsen/es dans nos pnncipaux resultats, cites
auparavant, entre les chloroplastes de plantes temoins et ceux de plantes
traitees a doses subletales d'atrazine.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
La photosynthese est Ie processus par lequel les chloroplastes des
plantes vertes convertissent 1'energie solaire en energie chimique. C'est au
niveau de la membrane thylakoidlenne du chloroplaste que s'accomplissent les
etapes primaires de la photosynthese conduisant a la synthese de NADPH et
d'ATP. Le transfert des electrons des molecules d'eau au NADP necessite Ie
fonctionnement en serie du photosysteme II (PS II) et du photosysteme I (PS I).
Le transport des electrons reqmert une sene de reactions d'oxydoreduction et
prodmt une synthese nette d'ATP. Chaque photosysteme possede son propre
systeme pigmentaire collecteur de lumlere (antenne) permettant un transfert
efficace de chaque photon absorbe vers son centre reactionnel (schema 1)
(RABINOWICH, 1969; DUFRESNEJ 978; ALLEN, 1983). Les antennes coHectnces
de lumiere (LHC II) du PS II sont formees des sous-unltes LHCP1, LHCP2 et
LHCP3 en contact etroit avec Ie centre reactionnel, Ie CPa. Le CPIa et CP1
constituent Ie centre reactlonnel du PS I (THORNBER, 1975; ANDERSON & a1.,
1978; ANDERSONJ980; WOLLNAN & aL, 1980 a). Les antennes collectnces (LHC
1) du PS I peuvent etre dissociees des centres reactlonnels par traitement au
detergent (HAWORTH & a1, 1983; ANDER50N, 1984; LAM & a1, 1984a, 1984b;
DUNAHAY & 5TAEHELIN, 1985). Les centres reactionnels conttennent des
















Schema 1: Illustration cte la chaTnede transport photosynthetique des electrons selon Ie modele de
Hi11-Bendal1(1960). L'absorption d" un quantum lumineux parles antennescollectnces
conduit au transfer! de son energie a un photorecepteur chromatophore, soil Ie P 680 et
Ie P700, pigments-pieges respectivement pour Ie PSII et Ie PS I. Le P680 excite
prodult un r^ducteur falble Q~ et un oxydant fort Z capable d'arracher les electrons
QUX molecules d'eau. Le P 700 excite produit un oxydant faible Pc+et un reducteur fort X~
capable de redulre Ie NADP+. Les pnncipaux elements de la chame de transport sont
represent^ sur Ie schema: 1'element Z (complexe protelne responsable de la photolyse de
eau),l'accepteur primaire d'electrons pour Ie PS II (Q), p1astoquinone(PQ),cytochrome F
(Cyt F), plastocyanine (Pc), 1'accepteur primaire pour Ie PSKX) et la ferredoxlne
-NADP+ reductase.
La fluorescence est un processus de dlsslpation de 1'energie des
chlorophylles a 1'etat excite (PAPAGEORGIOU, 1975). A 1a temperature
ambiante (24 ° C), la fluorescence ch1orophy111enne provient des molecules de
chlorophylle a-678 nm des LHC du PS 11 (MILLS, 1976; BOSE, 1982). Le
rendement de la fluorescence (nombre de quanta emis/nombre de quanta
absorbs) depend des autres processus de dlsslpatlon de r^nergle des
molecules de ch1orophy11e a en etat d'excitation. L'tnduction, par 1a lumlere, du
transport des electrons au nlveau du centre reactionnel du PS II est de loin Ie
processus Ie plus important relie a 1a reduction de Taccepteur pnmaire "Q ^
et du pool des accepteurs secondatres d'electrons "Qg" (LAVOREL & JOLIOT,
1972;GOVINDJEE&al, 1973; PAPAGEORGIOU, 1975;MALKIN, 1981; KYLE, 1985).
DUYSENS & SWEEP (1963) furent 1es premiers a suggerer que la fluorescence
emlse par Ie PS II etait regie par 1'accumulatlon a 1'etat redutt d'une molecule
"Q", quencher de la fluorescence a 1'etat oxyde. La photoreductton de 1'accepteur
pnmaire d'electrons via 1e ptgment-piege "P680" est la pnndpale vote de
disslpatlon de 1'energie des ch1orophy11es excltess fn vjvo. Lorsque Ie P680
est sous sa forme oxydee P680+ apres 1'absorption d'un quantum ou 1'accepteur
prfmaire sous sa forme reduite Q^-, Ie centre de reaction ne peut plus accepter
des nouvelles excitations des antennes a cause de son etat d'oxydoreduction
(trappes fermees) et 1a fluorescence est maximum. L'accumulation des Q^~ est
favorls^e par nnumlnatlon des chloroplastes ^ de grandes Intensites
lumineuses, alnsl que par 1a presence d'herbicides comme 1'atrazine ou 1e DCNU
qul, en bloquant 1e transport des electrons, empechent la reoxydation de
1'accepteur pnmaire d'elefrons (BOWE5 & a1.J981). In vivo, la fluorescence
chlorophylUenne n'est que de 2 a 3 unites, tandls qu' fn vitro . elle depasse les
20 unites en 1'absence de transport d'electrons (RABINOWITCH, 1958).
On deflmt la fluorescence constante (FQ) comme la liberation d'energie
d'excitation absorbee par Ie P5 II avant meme d'atteindre Ie plgment-piege
"P680" (NALKIN & KOK, 1966; NALKIN & a1, 1981; BUTLER, 1978). Cette
Huorescence, emlse par les molecules de chlorophyHe associees aux LHC II des
membranes, est causee solt par teur developpement incomplet soit par une
mauvatse liaison des LHC II aux centres reacttonnels. L'absorption de cette
energie d'excitation non dlsponlbie pour Ie processus photochtmique est done
1mmed1atement emtse sous forme de fluorescence (KYLE & ZALIK, 1982).
L'energte d'excitatlon peut aussi etre dtssipee sous forme de chaleur par suite
d'un desordre structural ou d'une mauvatse onentation des pigments
(PAPAGEORGIOU, 1975). La perte d'energie sous forme de chaleur est alors
difficHement evaluable.
D'autres eludes ont permis d'observer que la Huorescence est aussi
Influencee par la presence de catlons. Ainsi, ISAWA & GOOD (1966) ont obsen/e
que les cations in vitro controiaient la formation de grana HONANN (1969),
de son cote, a constate qu'en presence de cations, les chloroplastes de classe 2
(chloroplastes eclates) emettaient davantage de fluorescence. NURATA (1969)
fut Ie premier a suggerer que Ie magnesium suppnmalt Ie spillover, soit Ie
transfert d'energie des chlorophylles an du PS II vers les chlorophylles a| du PS
1. Le terrne spillover ne s'applique que dans Ie cas d'un surplus d'energie
d'excitation absorbee par Ie PS II. C'est pourquoi de nos jours, on prefere
utiliser Ie terme de redistribution de 1'energie lumineuse, qui est plus general
et qui peut s'appliquer a d'autres situations (schema 2). BUTLER & KITAJIMA
(1975), proposerent successivement Ie modele bipartite et Ie modele tripartite
(BUTLER, 1978) pour tenter de quallfier les dtfferents types de transferts
d'excltons possibles entre les photosystemes et les LHC au regard des
modifications causees par la presence de catlons dans Ie milieu de suspension
des chloroplastes. Se1on ce modele, I'effet majeur des cattons est d'augmenter
1e taux de couplage d'6nerg1e entre les LHC It et 1es Chl an du PS II, a1ns1 que 1a
liberation d'energie sous forme de chaleur. Stmultanement, 11 provoqueralt une
diminution du taux'de transfert d'energie entre 1es Ch1 an du PS II vers les Chl
3) du PS I (sp111over) et des transferts d'energie des LHC II vers PSI (transfert
alpha; BUTLER, 1978). Les catlons causeralent moms de variations dans Ie
transfert alpha que dans Ie spiilover (BUTLER & KITAJINA, 1975; WON6 & at,
1981). Toutefots, en utlHsant un mutant du ma'is (hcfx-3), LETO & ARNTZEN
(1981) montrerent que 1e transfert alpha contnbue de fa^on importante au















Schema 2: Illustration des prindpales voies de distribution et de dissipation de 1'energie lumineuse;
sites d'Inhibition des transferts d'excitons par 1'empilement granalre ou par la
sensibllisatlon directe (1), sites d'inhlbition par 1'empHement granaire (2).
L'lnduction de 1'empHement granaire par 1es catlons supprimerait un transfert d'exdtons
du PS II au PS I et augmenterait Ie transfert d'exdtons entre 1es unites du PS II. Le blocage
d'une ou de plusieurs voies entraTneralt une augmentation des exdtons dtssipes par 1es
autres voies, dont 1a fluorescence. BRIANTAIS (1982) a suggere que les changements
pouratent etre attnbuables a des variations plus discretes, comme 1'orientation, au niveau
des LHC par la sens1b111sat1on directs. Les Donneurs d'61ectrons Z (616ment Z) et Pc
(plastocyamne) sont representes par Ie symbole "D" sur Ie schema.
Plusleirs facteurs favonsent i'empilement des membranes
thylako'ldlennes. Les facteurs du mlHeu d'isolement des ch1orop1astes, de meme
que r6l6vatlon du contenu en cattons du m111eu de suspension des chloroplastes
6c1at6s, provoquent I'empHement granatre. L'abatssement du pH de 1a
suspension entre 4 et 5 amene un empilement maximum. L'empHement granaire
est independant de 1a teneur en anlons de la suspension, a1ns1 que de 1a force
osmotlque du milieu (BARBER, 1980). L'expHcatlon la plus probable du
processus d'empilement indult par les catlons est que deux forces regissent
1'accolement thylakoi'dlen: des forces d'attraction hydrophobe et des forces de
nspu1s1on 61ectrostat1que (BARBER 1977, 1980, 1982; BARBER & CHOW, 1979).
L'ajout de cations dlmlnueralt 1es forces de r6pu1s1on 61ectrostat1que des
membranes par 1'annulatlon des charges de certalns complexes charges
negatlvement, ce qui permettralt alors aux forces hydrophobes de favorlser
TempHement Pour ce faire, 11 est necessatre que so1t exerce un mouvement
lateral sir 1a surface de 1a membrane des complexes protelques charges
negativement. Ce mouvement a plusleurs consequences. 11 dlstmgue la
composition membranaire dans les regions d'accolement thy1ako'id1en exposees
ou non au stroma (membranes penpheriques des grana et thylakoldes
Inter-granalres). Egalement, 1e facteur de couplage, 1a Tenn6doxlne-NADP
reductase et la majorite des PS I se retrouveraient surtout dans les regions
exposees au stroma; 1es LHC II et 1es centres reacttonnels des PS II, surtout
dans les regions d'accolement thylakoidien (BRIANTAIS, 1982). Pmsque 1a
prox1m1te spat1a1e est necessaire au transfert d'exdtons, la separation des
phothosystemes I et II conduit a I'elevatton de 1a fluorescence.
Par atHeurs, 1a region exposee des complexes proteines-ch1orophy11es
assocles au LHCP contnbuerait a I'empHement granaire en compensant 1a
charge negative a la surface ou en stabHisant les interactions directes au
nlveau de la membrane (BURKE & a1., 1978; RYRIE & aL, 1980; MULLET &
ARNTZEN, 1980). .La dlgestton douce des membranes par la trypslne rend 1es
cations mefflcaces ^ produlre des changements dans remission de la
fluorescence et dans 1'empllement granaire (JENNINGS & al, 1978, 1981).
L'enzyme proteolittque degraderait preferent1e11ement aux moms deux des
quatre polypeptides pnndpaux des LHC et Hbererait un segment terminal
expose au stroma d'envtron 2 Kd charge posittvement et Hbre de ch1orophy11e
(STEINBAK & al, 1979). Ce segment assocle a I'empHement ne conttendralt pas
de sites cattonmques (RYRIE & FUAD, 1982) et serait responsable des forces ou
interactions membranalres de fa1b1e portee 1nd1spensab1es a 1'accolement
thy1akoid1en(STEINBACK&a1., 1979; NULET & ARTNZEN, 1980). Lestravauxde
DAVID & GROSS, (1975); PROCHASKA & GROSS, (1977) confinnent que 1es LHCP
possedent des sites leur permettant de flxer les cations.
Les Hpides des membranes photosynthetiques auralent ausst un r61e
important a jouer dans 1'architecture et 1'activlte photosynthetlque des
photosystemes I & 11 .(QUINN & WILLIAMS, 1983; ANDERSON, 1981,1982). La
posstbiHte que des charges negatives assodees aux groupements phosphates
8des phosphoHpides putssent mtervemr dans Ie processus est tres fa1b1e
(NAKATANI & al, 1978). P1us1eurs etudes montrent une correlation positive
entre la synthese de Tacide trans-A^- hexadeceno'tque du PG et 1a formation de
grana (TRENOLIERE & al, 1981; GUI LLOT-SALONON a1,1980; DUVAL & a1,1980).
Les travaux recents de BROWSE & McCOURT (1985) Indiquent 1'absence totale de
relation entre la synthese d'aclde trans-A^-hexadecenoique, la structure et
fonction des membranes thylakoidiennes des chloroplastes. Tout au plus, 1a
presence du trans-C^^-PG pourralt alder a stabiliser les formes
ollgomeriques des LHCP (NcCOURT & a1., 1985). De plus, 11 y aurait absence de
correlation entre 1e contenu en ga1acto11p1des sur une base de chlorophylle et
TempHement granalre. (BISHOP & a1., 1971). Par centre, 1es ga1acto11pes
auralent un p61e Important ^ jouer dans 1e transport des electrons et
1'arch1tecturedesphotosystemes(NISH08<a1., 1985; MURPHY, 1982)
Le transport photosynthetlque des electrons peut etre mesure chez les
deux photosyst^mes ou pour chaque photosyst^me 1nd1v1due11ement grace a
TuttUsatlon selective de donneurs et receveurs d'61ectrons, naturels ou
artifidels. Se1on 1es caractenstiques physlco-chimlques du receveur ou du
donneur ^ 1'6tat r6du1t ou oxyd6, 1'act1v1t6 photosynth6t1que peut etre
d6temn1n6e par la mesure du taux d'oxydatton ou de reduction (schema 3). Les
courbes de saturation par la lumiere de 1'activite photosynthetique des
photosyst^mes peuvent ^tre subd1v1s6es en deux regions phndpales
(NAUZERALL & HERRON, 1970). Les regions Hn^alres, aux fa1b1es Intensity
lumineuses refletent Tefflcacite des photosyst^mes ^ capter et ^ transf^rer
1'6nergie d'exdtatlon vers les centres reacttonnels Jusqu'au pigment-plege
(HERRON & MAUZERALL, 1972). A saturation par la lumiere, 1'activ1te
photosynthetlque est limltee par 1es reactions d'oxydoreductlon et c'est 1a
reaction 1a plus lente de la chame qul determine Ie temps de renouvellement du
systeme (GHIRANDI & NELIS, 1 984). La reduction du pool de plastoquinone et 1a
diffusion des PQ reduites vers 1e photosysteme I sent reliees a 1'etape











Schema 3: Illustration de quelques reactions de photoreductlon catalysees par Ie chloroplaste.
L'act1v1t6 du PS II est mesur6e par la reduction du DCPIP ^ 590 nm selon la reaction H^O
PSIL> DCPIP, Le site de reduction du DCPIP est sltue entre 1e PS II et Ie PS I, pres du
cythochrome f. L'actlylte du PS I peut §tre mesuree par 1'emplol du DCPIP r6du1t selon la
reaction "asc/DPIP -PSL> NV" Ie DCPIP reduit possede deux sites de donation: un pres
du P700 (forte concentration) et 1'autre avant Ie cytochrome f et la plastocyanine
(MURATA, 1969.GOULD& IZAWA, 1973). L'act1v1t6du PS I peut §tre aussl d6term1n6e
par la reaction DTE/TNPD -E>SL> NV". Le TNPD reduU par Ie DTE, donnerait ses
electrons pres du P700. Le NV reduit reagit immediatement avec
1'oxygene present du milieu et Ie taux oxygene consomme sert de mesure d'activite. Dans
ces reactions, on utilise du DCMU pour inhiber Ie transport des electrons en provenance
duPSlKNURATA.1969; VERNON& SHAW. 1969; SUN&SAUER. 1971).
L'action "herbicide" des s-triazines fut decouverte en 1952. L'atrazine
(2-ch1oro-4-ethy1amino-6-lsopropy1ammo-s-tnazine) inhibe la reaction de
Hill, c. a d. la formation d'oxygene par une suspension de chloroplastes en
presence de lumiere et d'un receveur d'electrons (methyl-vlologene,
ferricyanure). L'atraztne bloque 1e transport des electrons entre 1'accepteur
pnmalre d'electron et Ie pool de plastoquinone (PQ) en se Uant au deuxleme
0accepteur stable d'electrons pour 1e PS II, une protetne de 32 Kd (STEINBACK &
al, 1981). Selon 1'hypothese 1a plus repandue, 1a proteine de 32 Kd ou protelne
Q^agtrait comme une "Q/PQ oxydoreductase" pour Ie PS II (MARDER & al, 1984).
La synthese et 1a degradation de ce polypeptide sont controlees par 1texposit1on
des plastes a 1a lumiere. Parml les proteines du chloroplaste, 1a proteine Qg
possede 1e taux de renouvellement Ie plus eleve, jusqu'a cinquante fols
supeneur a celul des proteines des LHCP. La degradation de 1a proteine serait
provoquee par 1es dommages qui 1u1 sont InHiges 1ors de sa participation aux
transfert des electrons et e11e est ralentie en presence d'atrazine et chez les
plantes resistantes a cet herbicide (MATTOO & a1, 1984a; KYLE & a1., 1984;
ARTZEN&al, 1984,'BENNET, 1984;KYLE, 1985).
L'atrazme admlmstree a doses subletales lors de la crolssance de la
Lemna minor favorise la formation de membranes granaires tout en reduisant
celles des membranes thylako'1'diennes (BEAUMONT &a1., 1980). De plus, 1e
traltement a 1'atraztne provoque d'lmportants changements dans la composition
des pnnclpaux constituants membranaires, notamment dans la composition
Upldique des membranes et dans la nature blochimlque des LHCP (BEAUMONT &
al, 1976 a, 1976 b, 1980 ; GRENIER, 1979, 1982, 1987; LAROCHE, 1983).
Ce pro jet de recherche a pour but de caractenser les propnetes
photosynthetiques des chloroplastes de plantes temolns et de plantes traitees
a Fatrazine. Dans 1e cadre de cette etude, nous analyserons 1'effet du
traltement a 1'atrazine sur 1'emlsslon de la fluorescence ch1orophy111enne a 680
nm des chlorplastes de Z. minor dans des conditions d'expenmentatlon
dtfferentes: Influences des cations (magnestum, potasstum) et du pH. Nous
mesurerons I'actlvtte photosynthetlque pour 1es PS II et PS I et 1a chame
entiere de transport des electrons. Cette etude permettra d'etabltr une relation
entre 1es changements observes au nlveau de 1'ultrastructure, de 1a composition




2.1 Crolssance des plantes
Des frondes de Lemna minor (environ 25) sont placees aseptiquement
dans des eNenmeyers de 1000 ml contenant 200 ml de solution Hoagland
modlfiee (temoins), en presence de 0,25 ppm d'atrazine (traltees). La
croissance des plantes se poursuit pendant 15 jours dans une chambre de
croissance a atmosphere controlee sous une intensite lumineuse de 13800 lux
et une hemeroperiode de 16 heures. La temperature diume est de 23 ° C et la
temperature noctume est de 18 °C (BEAUMONT & al, 1976 a).
2.2 Extraction des chloroplastes
Les chloroplastes sont extraits a partir de 16 g de tissus frais de
Lemna minor . Les plantes sont prealablement nncees a 1'eau du robinet et a
1'eau distil lee, puis epongees sur papier absorbant. Les tissus partages en deux
quantites de 8 g sont homogeneises au broyeur a helice (waring blender) d'une
capacite de 50 ml a vitesse moyenne pendant trois periodes de 2 secondes
chacune en presence de 40 ml de tampon tris-HCI a 50 mN a pH 7,5 et a 4° C
contenant 0,3 N de sucrose pour 1es piantes temoins et de 0,7 N de sucrose pour
les plantes traitees a 1'atrazine.
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L'homogenat est f Hire sur 4 epatsseurs de coton fromage et une
epaisseur de mtracloth prea1ab1ement tmbibe avec Ie tampon d'homogeneisation.
Le filtrat obtenu (80 a 90 m1) est d1str1bue dans deux tubes de 50 ml a fond
rond, puts centrifuge pendant 3 m1n. a 5000 x g (rotor Beckmam JA-20) a A ° C.
Chaque culot est immedlatement (10 a 15 sec.) et delicatement suspendu a
1'a1de d'un ptnceau dans 1,5 ml du tampon d'homogenetsatlon sans sucrose, puts
complete a 20 m1 avec du tns-HCI a 50 mN a pH 7,5 contenant 0,1 M de
sucrose. Les suspensions sont combmees, puis centnfugees pendant 3 mln. a
5000 x g et 4 ° C. Les culots constitues de chloroplastes edates sont repns
dans 1,7 ml de tampon Na-tncine a 25 mM a pH 6,5 et a 5 ° C contenant 0,1 N de
sucrose pour les chloroplastes de plantes temotns et dans 0,7 m1 pour 1es
culots de chloroplastes de plantes traitees. Tous les extralts sont conserves
sir 1a g1ace fondante dans 1'obscunte des Ie debut de 1'homogenelsatlon.
2.3 Dosage de la ch1orophy11e et spectres d'absorption
La chlorophyHe est dosee par co1or1met1e (spectromque-20) se1on la
methode d'ARNON (1949) en prelevant 25 jji1 de 1a suspension de membranes
photosynthettques a laquelle nous ajoutons 5 m1 d'un melange acetone-eau
(41) et en rapportant 1es densttes optiques (D.O.) dans les equations suivantes:
ch1t tai (mg/m1)= 0,02020 (0.0.545) + 0,00802 (0.0.553)
Chlg (mg/m1)= 0,01270 (0.0.5^5) + 0,00269 (0.0.553)
Ch1^ (mg/m1)= 0,00229 (0.0.545) + 0,00468 (0.0.553)
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Les spectres d'absorption des suspensions de ch1orop1astes de Z. minor
temoins et trattees par 0,25 ppm d'atrazme ont ete effectues au moyen d'un
spectrophotometre "Pye Unicam SP 800" dans Ie tampon Na-tridne a 20 mN et a
pH 7,5 en presence ou en 1'absence de 1 mN de Ngd^.
2.4 Emission de 1a fluorescence chlorophyHienne a 680 nm
En presence de cations, la mesure de la fluorescence s'effectue de la
mamere sutvante: une allquote de 10 n1 de 1a suspension de ch1orop1astes
contenant 1 mg/m1 de chlorophylle est melangee a 2 m1 d'une solution de Mgd^
(0 a 2 mN) ou de KC1 (0 a 150 mN) solubHisee dans Ie tampon Na-tndne a 25
mN, a pH 7,5 et a 22 ° C pour attelndre une concentration finale en chlorophylle
de 5 jig/ml. Apres une 1ncubat1on de 5 mm. ^ la temperature ambtante, 1a
fluorescence est mesuree a I'alde d'un spectrophotometre (Zeiss DNR-21) mum
cTun Huonmetre (Zelss FM4). Les seulls de sens1b11te du tube
photomultipHcateur dans 1'UV et Ie spectre visible (185 a 750 nm) sont de 0,3
^ 440 nm et de 3 a 1 000 nm.
Les longueirs d'onde d'excitation a 440 nm et d'emlsslon a 680 nm sont
ajustees aux monochromateurs et sont produites par une lampe au xenon de 450
watts (fentes de type geomethque de 1,5 mm). Toutes les lectures de
fluorescence sont effectuees en moms de 150 mm. a partlr du moment de
1'extractlon des chloroplastes,
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La composition du milieu de suspension variera se1on 1a nature de
I'experimentatton. Ces precisions sur 1a methodologle seront apportees 1ors de
la presentation des resultats sur 1'emlssion de la Huorescence ch1orophy111enne
a 680 nm lors de 1'etude de concentrations variees d'atrazine fnvitro^ du pH
du m111eu de suspension des chloroplastes de plantes temoins et de plantes
traltees.
2.5 Nesire de 1'actlvlte photosynthetlque du PS 11
Le transport des electrons au nlveau du PS II (reaction de Hill) a ete
mesure par spectrophotometrte en contlnu par la photoreductlon de 1'accepteur
d'electrons, 1e 2,6-d1ch1oropheno1indopheno1 (DCPIP), a 590 nm selon 1a
procedure utlllsee par HOPKINS (1980) a 1'alde d'un spectrophotometre "Pye
Unicam SP800" adapte a cet effet (voir annexe 7). Lors de cette reaction, 1'eau
est Ie donneur d'electrons du PS II.
Un volume de 18 41 de la suspension de chloroplastes de dasse 2
contenant 1,5 ng /ml de chlorophylle est melange a 2,5 ml de tampon phosphate
de sodium a 10 mN, a pH 6,4 et a 24 ° C en presence de chlomre d'ammonium a 5
mN servant de decoupleur de la reaction. Apres une tncubation de 5 mln., 200
Hi de DCPIP a 0,164 mN solublUse dans Ie tampon phosphate de sodium sont
ajoutes a 1'echantlHon. Le tube temoln (absorption 0) est de 2,7 ml du meme
tampon sans DCPIP. Avec une quantlte de chlorophylle de 10 ng/ml, la denslte
optlque se situe aux environs de 0,5 a 590 nm au point de depart (temps zero)
avant 1'illumlnation des ch1orop1astes.
La reaction s'amorce lorsqu'on Hlumine la suspension de ch1orop1astes
sous un angle de 90 ° avec une lumiere actlntque filtree (rouge Coming C5 2-64
"sharp cut 620"). L'lntensite lumlneuse variant de 0 a 3800 |iEm~2s~1est
ajustee a 1'a1de d'un photometre (Ll-cor; L1-185B) mum d'un detecteur modele
Quantum. Le phototube est protege de 1a lumiere dlffusee par un fHtre bleu
(Coming "cut off 590"). La spedflclte de 1a reaction est evaluee par
Hntroduction d'un Inhiblteur, Ie DCNU (3-(3,4-d1ch1oropheny1)-1,
1-dtmethyluree). L'^thanol necessaire pour solubltiser cet herbicide ne depasse
pas 0,05 % (v/v) dans 1e miHeu de reaction.
2.6 Activite photosythetique du PS I et de la chame entlere de transport
des electrons
Le transport de 1'electron au nlveau du PS I ou de la chaine entlere est
mesure par polarographte selon la procedure decrlte par HOPKINS (1980).
L'actlvlte du PS I ou celle de la chame entiere est evaluee dans une
cellule photosynthetlque de 2 ml contenant du tampon phosphate de sodium a
50 mh, du methyl-viologene a 0,2 mN (accepteur d'electrons), de I'azlde de
sodium a 1 mN ( Inhibiteur de la catalase ), du chlorure d'ammomun a 5 mN, du
DCMU a 2 UN etlO ngde ch1orophy11e/m1 a 24° C.
La reaction est amorcee par une lumiere blanche (EKE, halogene) de 150
watts (Sylvama) transmtse par fibre opttque jusqu'a la cellule. L'lntensite
lumineuse variable, de 0 a 3000 uEm~2s~1, est ajustee au photometre. La
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consommatlon cToxygene dans Ie milieu de suspension des ch1orop1astes est
6va1uee grace ^ un oxymetre de type YSI-4004 mun1 d'une electrode a oxygene
de type dark (annexe 8).
Pour la mesure de I'actlvlte du PS 1, on ajoute 0,2 ml d'un melange
fraichement prepare des deux donneurs d'electrons suivants: N, N, N', N'-
tetramethyl-p-phenylenedlamine (TMPD), dlthloerhythritol a 0,5 mN (DTE) et a
1,8 ml du tampon phosphate de sodium a 0,55 mN a pH 8 et a 24 ° C contenant du
methyl-vlologene a 0,22 mN, de 1'azide de sodium a 1J mN et du chlorure
cTammonium a 0,22 mN. Une aliquote d'une suspension de chloroplastes est
ajoutee pour obtenir une concentration finale equlvalente a 10 49 de
chlorophylle par ml. Le milieu de reaction dolt etre sature en oxygene. 11 est
aussl necessaire d'lntroduire dans Ie milieu 5 n1 de DCNU a 4 mN solubilise
dans un melange methanol-eau 1:1 (v;v) afln de bloquer Ie transfert des
electrons du PS II vers Ie PS I.
Lors de la mesure du transport des electrons au niveau de la chaine
entiere, Ie TNPD, Ie DTE et Ie DCMU sont omis du milieu. L'eau agit comme
donneur d'electrons pour Ie PS II.
CHAPITRE 3
R^SULTATS
3.1 Influence de 1'atrazme et du NgCI^ sur les spectres d'absorptlon et 1es
spectres de Huorescence
Le spectre d'absorptlon des chloroplastes eclates de L. minor traitees
^ 1'atrazlne en suspension dans Ie tampon Na-tMcine a 20 mN a pH 7,5 est tres
semblable a celui des chloroplastes de plantes temoins (figure 1). Ainst, dans
la region du bleu-vlolet, les spectres presentent un maximum a 440 nm
accompagn^ d'un epaulement dans la region des 470 nm. Dans la region du
rouge, les spectres affichent un maximum a 680 nm avec epaulement vers 650
nm. La presence de chlorure de magnesium a 1 mM dans Ie milieu de suspension
ne semble pas modifier la qualite du spectre; les seuils maxima d'absorptlon et
ies epaulements se sltuent dans les memes regions du spectre. Cependant,
1'ajout de chlonre de magnesium diminue legerement Ie degre d'absorption
dans la region des 440 nm chez les chloroplastes de plantes temoins (de 0,6 a
0,5) et celui des chloroplastes de plantes traitees (de 0,65 a 0,62). Dans la
region des 550 nm, Ie chlorure de magnesium semble favonser 1'absorption des
chloroplastes de plantes temoins et de plantes traitees.
Le spectre d'excitatlon de la fluorescence evaluee par la lumiere emise
a 680 nm par les suspensions de chloroplasteds des plantes temoins et des
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FIG. 1: Spectre d'absorption d'une suspension de cMoroplastes de i. minor temoinsettraitees

















1es ch1orop1astes de plantes traitees a 1'atraz1ne ont une fluorescence de 25
"unites relatives" superieure a ce11e des chloroplastes de plantes temolns, so1t
une augmentatlon de plus de 50%. A 440 nm, cette difference est reduite a 20
unites, tandls qu'entre 500 et 900 nm, 11 y a une tres grande diffusion de 1a
1um1ere. Les spectres d'emlssion de 1a fluorescence des suspensions de
ch1orop1astes provenant des plantes temolns ou trattees a 1'atrazine, puis
soumises ^ des longueurs d'onde d'excitatlon de AAQ ou 470 nm, presentent une
emission maximum a 680 nm (figure 3 A). Chez 1es chloroplastes de plantes
tra1t6es a 1'atrazine, 11 y a une emission de Huorescence chlorophyHienne de
30 a 35 unites superieure a ce11e produite par 1es ch1orop1astes de plantes
temotns aux longueurs d'onde d'excitation respectives de 440 ou 470 nm.
L'exdtation a 440 nm semble nettement avantageuse, car e11e permet de
minimiser la quanttte de 1um1ere dlffusee par 1es extratts de ch1orop1astes de
Z. m inor tout en contribuant a une meHleure resolution entre 1a region de 1a
lumlere dlffusee et celle d'emtsslon de la Huorescence. La presence de
chlorure de magnestum a 1 mh dans les extratts de chloroplastes est sans effet
sur la longueir d'onde de remission maximum, mals e11e accrott d'envtron dix
unites Hntenslte de 1'emission a 680 nm chez les chloroplastes de plantes
temoins et de plantes traitees a 1'atrazlne (figure 3 B).
3.2 Fluorescence et concentration de ch1orophy11e
Les chloroplastes de plantes traitees a 1'atrazine emettent davantage
de fluorescence que ceux des plantes temolns pour des concentrations de
chlorophyHe variant de 1 a 20 ^g/m1 (figure 4). La fluorescence s'accroTt tres
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.-. Temoin + MgCI
— Temoin - NgC1.
•\ ._. Traite + NgCI;














Longueurs d'onde < nm )
800 900
FIG. 3: Spectre d'emi33ion de fluorescence et de lumiere diffusee d'une suspension
de chloroplastes de i. mi 'nor temolns et trailees par 0^25 ppm d'atrazine
et excitee a deux longueurs d'onde differentes (A) en presence ou en
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de L.mjnor temoins et traitees par 0,25 ppm d'atrazlne pour
differentesquanlitesde chlorophylle totale (a+b) en presence ou
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maximum entre 5 et 9 jig/ml A ces demieres concentrations de ch1orophy11e,
1es extralts de ch1orop1astes de plantes traitees produisent pres de deux fois
plus de Huorescence que ceux de plantes temoins. L'ajout de 1 mN de chlorure
de magnesium au milieu de suspension des chloroplastes de plantes temolns et
traltees a 1'atraztne amene une augmentation d'environ 50% de la Huorescence a
des concentrations de chlorophylle de 5 a 9 »ig/m1. Aux concentrations elevees
en ch1orophy11e au-de1a de 10 pig/ml, 11 se produit un important "quench" ou
auto-absorption de 1a fluorecence ch1orophy11ienne a 680 nm.
3.3 Influence de 1'atrazine in vitro sur remission de la fluorescence
La presence d'atrazine //? vitro dans 1e milieu de suspension des
chloroplastes de /. minor temoins ou traltees a Fatrazme a doses sub1eta1es
durant 1eur crotssance n'affecte pas 1'intenslte de 1a fluorescence emtse
(figure 5). Toutefots, pour 1es concentrations d'atraztne variant de 0 a 5 uM,
les ch1orop1astes de plantes traitees a 1'atrazlne emettent jusqu'a 60 % plus de
Huorescence que ceux des plantes temolns.
3.4 Influence de concentrations vanees de MgC1^ et de KC1 sir 1'emision
de 1a Huorescence
L'emission de la Huorescence en fonctlon de la concentration de
magneslum semble repondre a une equation de regression de type "y= axbe~c><"
(COTHBERT & WOOD, 1980) ou "y "represente la fluorescence emise et "x" 1a
concentration de NgCl^ en mN (figure 6). La courbe de prediction representant
•:Temoin
•: Traite
— Y = 40,711 xat57e-0,081 X ^
•RSO,5ft^/y» 0,026










remission de 1a fluorescence a 680 iHustre mieux 1es resultats observes chez
les extralts de ch1orop1astes de plantes traitees que chez ceux de plantes
temoins (SOKAL & ROHLF, 1981; DRAPER & SMITH, 1981).
Le traitement des plantes a 0,25 ppm d'atrazine aglt au ntveau des
chloroplastes en suspension dans 1e tampon Na-tncine a 25 mN et a pH 7,5 en
favorisant de fa^on slgmflcative 1'emission de 1a Huorescence a 680 nm en
presence ou en 1'absence de magnestum. Les maxima d'emtssion de 1a
nuorescence s'observent entre 0,6 et 0,8 mN de NgC1^> pour 1es chloroplastes
de plantes temolns ou traltees a 1'atraztne. A parttr de 0,05 mM de chlorurure
de magneslum jusqu'aux concentrations causant une emission maximale, on note
une augmentatton de 1'mtensite de la fluorescence de 12,5 unites chez 1es
chloroplastes de plantes temoms et de 9 unites chez 1es chloroplastes de
plantes traitees. Ces stimulations correspondent a une augmentation de 4Q%
pour les chioroplastes de L mfnor temoins et de 20% pour ceux des plantes
traltees.
L'influence de concentrations variees de KC1 sur remission de la
fluorescence de la suspension de chloroplastes est illustree a la figure 7. La
courbe de regression selectionnee du meme type que precedemment i1 lustre les
resultats obtenus avec une precision comparable a ceux de 1a figure 6. Pour
les deux groupes de chloroplastes, des concentrations de 0 a 15 mM de KC1
causent une legere diminution de la fluorescence jusqu'a un seu11 minimum
situe entre 15 et 20 mM. La courbe de regression se limtte done aux valeurs de
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ch1orop1astes eclates des plantes traitees est sign1f1cat1vement plus elevee
que ce11e des plantes temotns pour la majorite des concentrations de chlorure
de potasstum etudiees.
Pour 1'ensemble des concentrations en chlorure de potassium etudiees,
les chloroplastes des plantes traitees produisent de 30 a 50% plus de
fluorescence. Les maxima d'emission de la fluorescence s'observent entre 60
et 100 mN de KC1 pour les chloroplastes de plantes temoins et entre 60 et 80
mN chez ceux de plantes traitees. 11 est done necessaire d'utiliser des
concentrations de chlorure de potassium au moins 40 fois superieures a celles
du chlonre de magnesium pour obtenir une emission maximale de fluorescence.
A partlr de 15 mM de chlonre de potassium jusqu'aux concentrations causant
une emission maximale, on note une augmentatlon de Hntensite de la
fluorescence de 10,7 unites chez les membranes des plantes temoins et de 7,3
unites chez celles des piantes traitees. Ces vanations correspondent a une
augmentation de 50% pour les chloroplastes de /. minor temoins et de 20%
pour ceux de Z: minor traitees.
3.5 Effets du pH et du NgCI^ sur remission de la nuorescence
Le pH du milieu de la suspension de chloroplastes eclates de /. mfnor
temoins ou traitees par 0,25 ppm d'atrazine exerce une tres grande influence
sir remission de la fluorescence chlorophyllienne a 680 nm (figure 8). En
1'absence de magnesium. Ie maximum de la fluorescence emlse par les































































FIG. 8: Influencedu pH sur 1'intenslle de la fluorescence d'une 3U3Den3ion de chloroplastes de /. minor temoins et
traltees par 0,25 Ppm d'atrazine en 1 "absence (A) et en presence de 1 mN de MgC1^( B ).




tandis qu'eHe est reduite constderablement aux pH extremes de 4 et 9 (figure 8
A). Dans 1a region de 1a courbe sttuee entre 1es pH 5 et 7,1es chloroplastes de
plantes trattees se d1st1nguent de leurs homologues temotns en emettant plus
de 20 unites de Huorescence. En presence de NgCI^ 1es ch1orop1astes ont
tendance a attelndre 1eur seu11 maximum d'emlssion de Huorescence vers les pH
7 a 7,5 (figure 8 B). De meme, 1a difference entre la lumlere emise par 1es
chloroplastes de plantes temoms et par ceux de plantes traitees s'attenue de
10 a15 unites de pH 5 a pH 8. Dans 1a region des courbes de pH sttuees pres de
la neutrallte, 1es ch1orop1astes de Z. /?7//?£?rtra1tees par 0,25 ppm d'atrazine
emettent slgmflcativement plus de fluorescence a 680 nm que ceux des
plantes temoins. Nous presentons a 1'annexe 6 des resultats comp1ementa1res
de 1'1nf1uence du magneslum sur 1'emisslon de 1a fluorescence des ch1orop1astes
de plantes temoins ou traltees a I'atrazine en suspension dans Ie tampon
Na-tricine a 25 mN a pH 7 et a pH 8.
3.6 Influence de Fatrazme sir Tactivite photosynthetlque du photosysteme II
L'acttvlte photosynthetlque en fonctlon de 1'lntenslte lummeuse des
ch1orop1astes s'expnme par une courbe de regression et 1'inHuence de 1'atrazlne
est mise en evidence lorsqu'on compare les pentes des droltes. L'acttvite
photosynthetique des chloroplastes de plantes temotns ne differe pas de fa^on
s1gmf1cat1ve de ce11e des chloroplastes de plantes traltees a 1'atrazlne se1on 1e
test de comparalson des moyennes. Par centre, 1'actlvite photosynthettque des
chloroplastes de plantes temoins ou traitees a Fatrazlne, representee se1on
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FIG. 9: Courbe de saturation lumineuse pour 1a reduction du DCPIP a 590 nm d'une
suapension de chloroplastes de/, mf nor temoins et traitees par 0,25 ppm
d'atrazine (A) el expression lineaire des resultats (B). (aclivitedu PS II)
**P<0,01 (TLtest)
®: R2=0,99 , r =0,99, ^^ = 0,089 ®= R2=0,95 , r=0,98, V^S^y = 0,118
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signincatlvement dlfferente. En effet, 1es resultats de tro1s essals dlstincts
(figure 9 B et annexe 9) montrent des differences de pentes tres sign1ficatives
(F= 46,18, Pr< 0,001). Alnsl, pour chacune de ces experiences, les pentes
ca1cu16es "V^/Kp" des membranes photosynth6t1ques tra1t6es sont plus
faibles que ce11es des membranes temotns determtnees par 1a methode du
T-test (SOKAL & ROHLF, 1981). En fait, 1'atrazlne accelere 1a "vttesse
maximum" (V^J d'environ 6 % (observee: 18 %) et dlminue la constante
photochimlque (Kp) de 38,5% (observee: «22,5%) des membranes photosyn-
th6t1ques par rapport ^ celles des chloroplastes de plantes t6molns. De meme,
les Intensity moyennes de deml-saturation de 1'act1v1t6 photosynth6t1que sont
de 507 uErfT2s~1 (obsen/6es: «600 uEm~2s~1) pour les chloroplastes de plantes
trait6es et de 825 uEm~2s~1 (observees: «735) pour ceux de plantes t^moins.
3.7 Influence de 1'atrazlne sir 1'actlvite photosynthetique du PS I
L'actlvlt^ photosynth^tlque du photosysteme I des membranes
chloroplastlques a ete mesur^e chez 1es plantes t6mo1ns et chez les plantes
traltees au cours de deux series d'expenences (figure 10 et annexe 10).
L'atrazine accroit tres signlficatlvement 1es pentes "V /Kp" des equations de
Uneweaver-Burk sur 1e transport photosynthetique des electrons chez Ie PS I.
L'atrazine semble provoquer une augmentation de }5% (observee: 6%) de 1a
vltesse maximum et de la constante photoch1m1que (Kp) qu1 s'accrott de 36,6%
(observee: ~5Q%, moyenne des deux repetitions). Alnst a deml-saturation de 1eur




















































—_1/y= 1,424.103 + 0,7495/x
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10: Courbe de saturation lumineuse pour 1aconsommat1on d'oxygene parune
3U3 pension de chloroplastes de /. minor te moms et traitees par 0,25
ppmd'atrazine <A) et expre33ion lineaire des resultats <B). (activite
du PS I)
**P<0,01 (T-test)
®= R2=0.99 , r=0,99,^^/y = 0,034 ®: R2=0,99 , r=0,99,^^/y = 029'yx' 'yxr
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"808 uEm~2s~1" (observe: «640 uEm"2s~1) comparatlvement a "512 |jiEm~2s~1"
(observe: »465 uEm~2s~1) pour les ch1orop1astes de plantes temoins.
3.8 Influence de 1'atrazine sir I'activite photosynthetlque de 1a chame
entiere de transport des electrons.
(-'analyse statistique des resultats ne permet pas de constater de
differences pour 1e transport photosynthetique des electrons Ie long de 1a
chame en raison de 1'heterogeneite des resultats. Les figures 11 Aet 11 B
representent 1'actlvite photosynthetlque moyenne des ch1orop1astes de Z.
minor de quatre repetitions, tandls que 1es essais 1nd1v1due1s sont presentes a
1'annexe 11. La vitesse maximum atteinte a saturation par 1es ch1orop1astes
de plantes temoins et de plantes traitees par 0,25 ppm d'atrazine est en
moyenne de "65 nmoles 0^ /mg ch1/h" (observe: »65 nmoles O^/mg ch1/h) et
1'intenslte a deml-saturatlon est de "209 |jtEm~2s~1"(observee: ^195 uEm~2s~1 ).
Ces valeurs sont nettement plus faibles que ce11es obtenues lors de 1'etude du
transport photosynthettque des electrons au niveau du PS I et du PS II.
Le pH de la suspension entratne des changements importants de
1'activjte photosynthetlque des chloroplastes de plantes temoms et ceux de
plantes traitees (figure 12) . En presence ou en Fabsence de magnestum,
Factivite photosynthetlque maximum observee chez les deux groupes de
chloroplastes se sttue vers 1e pH 7,5, tandis qute11e dlminue considerablement
aux pH de 6,5 et 8,5. De pH 6,5 a pH 7,5, en 1'absence de magnesium, 1'activite
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FIG. 11: Courbede sat urationlu mine use pour la consommatlon d'oxygene par une
suspension de c hi oropl83te3 de /. w//w/'lemoin3eUrai1ees par 0,25
ppm d'atrazlne (A) et expression lineaire des resullats (B). ( activite
de la chaTne entlere)
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FIG. 12: Effet du pH 3ur la consommatlon d'oxugene parune suspension de chloroplastes de i. minor temolns
et trai tees par 0,25 PPm d'atrazme lors de la mesure de 1'activite photosynthetique de la chaTne
entiere en 1'absence de ngCI^(A) et en presence del mNde MgCI^. (Milieu d'essal 3imi1aire a 1a figure 1)
Moyenne de deux repetitions par point; inlervalles de confiance a 95% dos moyennes se recoupent pour
tous les points (non significatives). (essais eftectues a 500 U E m see ).
C^T»
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temoins et de pres de 120% chez ceux de plantes traltees. De plus, 1a presence
de magneslum semble stimuler 1e rendement photosynthetlque chez les
chloroplastes de Z. minor temolns et ceux de Z. minor traitees. En fait, Ie
magnesium stlmule la consommation d'oxygene de plus 15% chez les
chloroplastes de plantes temoins ^ pH 7,5 ( de 18 ^ 21 umoles 0^ /mg chl/h)
contre 32% chez les chloroplastes de plantes traltees a 1'atrazine (de 21,5 a
28,5 jimoles 0^ /mg chl/h).
3.9 Determination de 1'lnhlbltlon ^ "50%" (^) de 1'actlvlte photosynth^tlque
du PS II par 1'atrazlne fn vitro.
La presence d'atrazine dans Ie milieu de reaction a des concentrations
de 1 ^5 UN Inhlbe tr6s fortement la photosynth^se des chloroplastes de
plantes t6mo1ns ou tralt^es (figure 13 A). Les chloroplastes de plantes
traltees a 1'atrazine presentent, pour des concentrations d'atrazlne inf6r1eures
^ 0,5 (IN, des activity superleures ^ celle des chloroplastes de plantes
t6mo1ns. En flxant a 100 % 1'actlvlte en 1'absence d'atrazlne (selon 1es
resultats de la figure 13 B), la valeur du 1^ des chloroplastes de plantes
temoins est estimee a 0,35 ±0,13 UN, tandls que celul des chloroplastes de
plantes trattees a 1'atrazlne serait de 0,64 uN ± 0,24 uN. L'actlvite du
photosysteme II est reduite a 5% en presence de 5 UN d'atrazine a la fois chez
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13: Effet de concentrations vahees d'atrazine sur Ie faux de photoreduction
du DCPIP par une suspension de cMoroplastes de Z. mfwr temoins et traitees
par 0,25 ppm d'atrazine < A ) et resultats exphmesselon Ie pourcentage de
I'actlvltededepart (B).
Valeur moyenne de 3 repetitions par points avec intrervaHe de confiance
a 95 % des moyennes. (essais effectues a 750 HE m2 see1)
CHAPITRE 4
DISCUSSION
La presence d'atrazine a doses subletales dans Ie milieu de culture de la
Lemna minor ne modifie pas Ie spectre d'absorption (visible, 430-700 nm) de
chloroptastes en suspension dans 1e tampon Na-tncme. Ce spectre est
semblable a ceux obtenus chez 1'epmard (DUFRESNE, 1978), la feve (KIRK &
TILNEY, 1978) et Ie ble (KUANG & al, 1980). Les spectres presentent deux
bandes d'absorptlon. La plus large, sltuee dans la region du bleu-violet (bande
de Soret), est commune a tous les derives porphlrines. Elle affiche un
maximum d'absorptlon a 440 nm. Ce pic coincide in vivo chez la plupart des
plantes au maximum d'absorptlon de la chlorophyHe a. A cette longueur d'onde,
d'autres pigments, dont la chlorophylle b et les caroteno'i'des (D-carotene),
particlpent a 1'absorption. De plus, Ie decalage du maximum d'absorption dans
la region du rouge du spectre cause par la chlorophylle b et 1es caroteno'ldes
amene 1'epaulement de la bande vers 470 nm. La seconde bande, situee dans la
region du rouge du spectre visible, serait Indtcatrice de la presence de
chlorophylles a et b. Dans cette region du spectre, in vivo, la chlorophyHe a,
sous plusieurs formes, absorbe preferentlellement entre 670 et 680 nm, tandis
que la chlorophylle b absorbe surtout autour des 650 nm (RABINOWITCH, 1958;
RABINOWITCH&60VINDJEE, 1969; DUFRESNE, 1978).
Les falbles ecarts dans 1'amplltude des bandes obsen/^s dans Ie visible
sur les spectres d'absorptlon provoques par 1'atrazine ne proviendraient pas
d'une variation de la proportion des differents ptgments associes aux
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membranes thylakoidiennes. En fait, LAROCHE (1983) a montre que Ie
traitement a 1'atrazine ne modifte pas 1e rapport Ch1 a/b des membranes
thylakoidlennes Isolees et punflees des chloroplastes de Lemna minor,
malgre d'lmportantes modifications ultrastructurales des membranes
(BEAUMONT & al, 1980) et une augmentation de 28 % du contenu en chlorophyHe
totale (a+b) (BEAUMONT & al, 1976 a). De plus, aucune preuve experimentale
n'a, jusqu'a present, permls de suggerer Texlstence d'un effet particulier des
Inhlblteurs de 1a reaction de Hill sur la synthese des caroteno'ides (NORELAND,
1980).
Les differences mlmmes entre 1es spectres d'absorptton des membranes
photosynthetiques des plantes temolns et des plantes traitees pourraient etre
attnbuables a des changements dans la repartition spatiale des pigments des
thylakoides a cause d'une reorganisation ultrastructurale. En fait, ces
variations s'apparentent a celles causees par 1'ajout de catlons dans Ie milieu
de suspension des membranes photosynthetiques. Les cations, en intervenant
sur 1'empllement granaire et la repartitlon des photosystemes, provoqueraient
des modifications dans 1'aire de projection des membranes photosynthettques
influen^ant ainsl 1'absorption (KUANG & a1., 1980). L'accumulatlon des pigments
associes au PS II et Ie masquage des thylakoides entre eux sont lies a une
diminution du nombre de quanta absorbes par Ie PS II comparatlvement au PS I
(DUY5ENS, 1950; JENNINGS & ZUCCHELLI, 1985). Les ecarts minimes entre les
spectres d'absorption pourraient etre ausst expllques par la diffusion de la
lumiere par les interfaces chloroplastiques (diffusion de Raliegh, diffusion
spectrale selective: LATIMER, 1959 ;GOVINDJEE & a1, 1973; DUFRESNE, 1978 ).
A ce sujet, on peut observer que Ie phenomene est plus prononce vers les
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courtes longueurs d'onde de 1a region du spectre visible. Bien qu'H exlste une
relation entre 1a lumiere dlffusee et 1'ultrastructure des chloroplastes
(NURAKANI & PACKER, 1969; WOLLMAN & DINER, 1980), 1es travaux de JENNINGS
& ZUCCHELLI (1985) tndlquent que 1'augmentation de 1a lumlere diffusee
provoquee par 1'ajout de glycerol n'affecte pas 1'absorptton de suspensions de
chloroplastes. Les faibles ecarts d'absorptlon entre les deux groupes de
chloroplastes ne sont pas de nature a influencer la fluorescence, puisque des
suspensions de ch1orop1astes de plantes traitees, dont Ie contenu en
chlorophylle totale est jusqu'a deux fois Inferieur a ce1ui des suspensions de
chloroplastes de plantes temolns, emettent davantage de Huorescence. La
presence de 1a lumlere diffusee est apparente sir 1es spectres d'excitation et
d'emission, mais la bande de lumtere dlffusee est toutefois sufflsamment
elolgnee du pic pour ne pas affecter la fluorescence.
Le traitement a Tatrazlne ne provoque pas de variations des valeurs de
longueurs d'onde maxima d'excitation et d'emlsslon de fluorescence.
L'exdtatlon a 1a longueur d'onde de 474 nm, suivie de 1'emlssion a 680 nm
permettent une fluorescence maximale des suspensions de membranes
photosynthetiques. A la temperature amblante, 1a fluorescence a 680 nm
provlent des molecules de chlorophyHe a-678 (volr chapitre 1). Puisque
1'excitatlon a 474 nm correspond a 1'absorptlon preferentleHe des molecules de
chlorophylle b, cela suggere un transfert efficace des excltons (par resonance)
des chlorophyHes b vers les chlorophyHes a. La Huorescence "sensibllisee" de
la chlorophyHe a fut etablie par DUY5ENS en 1952. Aux environs de 470 nm, 1a
lumlere est absorbee preferentlellement par les LHC It. Pour separer
convenablement Ie pic de lumiere diffusee du pic de fluorescence, nous avons en
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general excite les suspensions de chloroplastes a 440 nm. Dans cette region du
spectre visible, la lumiere est absorbee par les centres reactionneles du PS II
et par 1es LHC II (JENNINGS, 1984).
Aux longueurs d'onde produlsant la fluorescence max1ma1e, les
chloroplastes de plantes traltees emettent pres de 50% plus de fluorescence
comparativement a ceux des plantes temoms. Par ailleurs, 1'ajout d'atrazme a
diverses concentrations dans 1e milieu de suspension de chloroplastes extratts
de plantes temolns ou traltees ne provoque pas de variations appredables dans
1'emlsslon de Huorescence. L'emisston de la fluorescence de feulHes incubees
en presence d'atrazine s'accroH progressivement avec 1e temps et a un rythme
superieur a celul des especes reslstantes a cet herbicide (ALI & NACHADO,
1981; AHRENS & al, 1981). La diffusion des inhibiteurs de la reaction de Hi11,
comme 1'atrazine et Ie DCNU, jusqu'aux chloroplastes provoque une
augmentation de Tenergie d'excitation emtse sous forme de Huorescence,
1aque11e est associee a 1a fermeture gradueHe des "trappes" des centres
reactlonnels du PS II ( RICHARD & al, 1983). Selon nos resultats,
Faugmentatlon de la fluorescence chez les suspensions de chloroplastes de
plantes traitees a 1'atrazine ne saurait etre imputable a une plus grande
proportion de "trappes fermees" a cause de la presence residuelle d'atraztne au
nlveau des membranes photosynthetlque des chloroplastes. La stabiltte de la
fluorescence en presence d'atrazine nous indlque que la source lumineuse
(lampe au xenon, 450 W) est suffisamment pulssante pour provoquer la
fermeture complete des "trappes", ce qu1 determine une emission maximale de
Huorescence (F(^) par 1es deux groupes de chloroplastes (MURATA et a1.,
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1970; GROSS & HESS,1973). Par consequent, 1'augmentatlon de Hntensite de 1a
Huorescence observee chez les plantes trattees ne provient pas d'une
variation du taux de photoreduction de 1'accepteur primaire d'electrons du PS II.
De plus, 1'absence du transport photosynthetique des electrons favonse aussl
1a fermeture des trappes.
Nous ne dlsposions pas des moyens techniques pour quantlfier la valeur
de FQ. Des doses subl^tales sont sans effet sur la c1n6t1que d'lnductlon de la
fluorescence, ainsi que dans la valeur du FQ des segments de feullles
CAmaranthus et de Chenopodium dont 1es gralnes furent tmbibees en
presence d'atrazine (VAUGHN & DUKE, 1984). Par centre, la presence de cet
herbicide provoque une augmentatton du volume occupe par 1es grana par
rapport au volume du stroma et des lamelles du stroma. Ausst, 1e nombre de
thylakoides par grana augmente chez les plantes traltees par 0,25 ppm
cTatrazme (BEAUMONT & al, 1980; LAROCHE, 1983). Ces transformations se
rapprochent de celles observees chez 1es especes resistantes a 1'atrazine
1esque11es, par alHeurs, sont de meme nature que ce11es observes chez la
plupart des plantes trattees ^ doses subietales (NATTOO & al, 1984b).
Pour toutes 1es concentrations de cattons 6tud16es (0 a 5 mh de NgCI^;
0 a 150 mN de KC1), les ch1orop1astes de Lemna minor traitees a 1'atrazlne
emettent plus de Huorescence comparattvement a ceux des Z. /77//7^temoins.
Ces resuUats suggerent que 1'augmentation de 1a Huorescence observee dans 1e
cadre de cette etude n'est pas la consequence de 1'augmentation du contenu en
cations du stroma des chloroplastes de plantes trattees. Dans un te1 cas, aux
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fortes concentrations, la difference d'intensite de 1a fliiorescence emlse par
1es deux groupes de chloroplastes apparaTtrait mimme. Pour des concentrations
elevees de catlons, 1'empHement granalre est maxlmal (JENNJNG5 & a1.,
1978,1981; GEROLA, 1981). De meme, 11 existe une relation entre 1'emission de
la Huorescence a 1a temperature ambiante (aux environs de 24 ° C) et les
modifications ultrastmctirales reliees a 1tempi1ement des membranes
thylako'idiennes. En effet, 1'augmentation de 1'empilement granalre provoque
une augmentation de la fluorescence emlse a 680 nm par les ch1orop1astes
(NURAKAMI & PACKER, 1971; AR6YROUDI-AKOYUNOGLOU & AKOYUN06LOU, 1977;
MULLET & ARNTZEN 1980; BARBER, 1980; CHOW & a1, 1981). Blen que nous ne
possedlons aucune confirmation grace a 1a mlcroscopte electromque, nous
croyons que les modifications ultrastructurales des membranes
photosynthetlques de Z. minor traltees a 1'atrazlne (BEAUMONT & al, 1980)ne
proviendraient pas de changements dans 1e contenu en cations du stroma.
Ajoutons que, selon BEN HAYYIN & KRAUSE (1980), 1e degre d'empHement
granaire varie peu in vivo et doit etre maxima]. En effet, la concentration de
magnesium present dans Ie stroma des ch1orop1astes se situe entre 1 et 4 mN a
1'obscurite et attelnt de 3 a 9 mM a 1a lumlere, alors que 1'empllement granaire
est un phenomene qui atteint sa saturation a des concentrations de magnesium
6qu1va1entes ^ 2 mM de MgCI^ (BRIANTAIS, 1982). De ce faU, 1es observations
de BEAUMONT & a1. (1980) fn vivo sur 1'ultrastructure des chloroplastes de
plantes temolns et de plantes traitees peuvent etre conslderees comme
montrant un maximum d'accolement des membranes thylakoidlennes.
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La presence de cations amene une. separation spatiale des
photosystemes au moment de 1'empHement granaire (BARBER, 1980,1982). La
redistribution des photosystemes provoquerait une augmentation de 1a
Huorescence en accentuant Ie transfert d'excitons entre les PS II, 1es LHC II et
les PS II entre eux, tout en dlmlnuant ceux du PS II vers Ie PS I (splHoven
BUTLER & KITAJINA, 1975; JENNINGS & al, 1980a; BRIANTAIS, 1982).
L'efflcacite des transferts d'energte entre les photosystemes est de nature a
tnfluencer 1'1ntens1te de 1a fluorescence et depend de 1a distance separant les
chromophores, alnsi que de leur onentation parml les pigments (NULLET & a1.,
1981). 11 apparaTt alors possible que Ie traltement a 1'atrazlne, tout en
favonsant 1e developpement de grana (BEAUMONT & al, 1980; LAROCHE, 1983)
provoque egalement des modifications dans 1a distribution de 1'energie
d'excitatton et, par consequent, dans 1'emlsslon de 1a fluorescence. Toutefols,
11 semble que 1e mecanisme, base sur la separation spatiale des photosystemes,
ne putsse expHquer a 1u1 seul 1'augmentation de 1a fluorescence chez 1es
ch1orop1astes de L minor traitees par 0,25 ppm d'atrazme puisque, en
presence de faibles ou de fortes concentrations de catlons, 1a difference
d'lntensite entre les chloroplastes de plantes temolns et ceux de plantes
traltees auratt ete m1n1me.
Le contenu en chlorophyUe de chacun des photosytemes et 1a proportion
des PS I et II sont de nature a influencer les transferts d'excltons et
remission de Huorescence (NALKIN & KOK, 1966; NANNAN & B05E, 1985). Le
traitement a 1'atrazlne provoque une diminution du pourcentage des
chlorophylles retrouvees dans Ie CP I et 1'augmentation de celui du LHC II chez
les chloroplastes de plantes traltees (LAROCHE 1983). De tels changements
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sont susceptibles d'lnfluencer la fluorescence (LASKAY & LEHOCZKI, 1986).
Rappelons qu'a 24° C, la fluorescence a 680 nm provient des LHC II et qu'une
augmentatton de la capacity d'absorptton ^ ce niveau pourralt se traduire par
une augmentatlon de la fluorescence ^mtse. Des changements dans la
composition Upldlque des membranes, comme 1'lndice d'msaturatlon des acides
gras et 1e contenu en phospho11p1des, sont susceptlbles d'influencer remission
de 1a Huorescence (VENEDIKOV & KRIVOSHEJEVA, 1983; JORDAN & a1., 1983;
LYNCH & THOMPSON, 1984). L'atrazine augmente, sur une base de ch1orop1hy11e,
Ie contenu de tous les Hpides polalres des sous-umtes photosynth6t1ques de 1a
Lemna minor (6RENIER, 1987). De plus, Ie traitement a 1'atrazlne provoque
une augmentation de 1'lnsaturatlon de la majonte des groupes de Upides des
membranes thylakoidiennes ( LAROCHE, 1983). Se1on SIEGEL & a1, (1981),
1'ajout de llpides po1a1res, comme 1es PC et 1es PG, aux membranes
thylako'i'dlennes contribue a augmenter 1a fluorescence a 685 nm. Une
augmentatton de la quantity de d1acy1ga1actosy1g1yc6ro1 et du contenu en adde
11no16n1que auralt un r61e important dans 1'lnterrelation entre 1a chaTne de
transport des electrons et 1a conservation de 1'energte (LASKAY & LEHOCZKI
1986). Ltncubatton, sir une pehode de trente minutes ^ 1a temperature de 1a
pi^ce, d'aclde Unolenlque en presence d'une suspension de ch1orop1astes
d'eplnard entrame une modification de 1'onentation des protemes associees a
un changement dans 1a f1uid1t6 des membranes. Cela est mis en evidence par
1'etude du spectre de dichro'1sme Hneaire (SZITO & a1., 1984). L'envtronment
Hpldlque des membranes exerce une tres grande Influence sir 1'orlentation des
proteines et peut egalement entrainer un detachement des antennes des centres
reactionnels qu1 est susceptible d'affecter la distribution de 1'energie
d'exdtation (SIE6EL &a1J981). Nous ne pouvons pas, <57,7/7^/7 , eHminerune
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relation possible entre 1'augmentation de 1a fluorescence par suite du
traltement a 1'atrazlne et celle de tous les Hpldes polalres, alnsl que de leur
tndice d'insatiration.
En presence ou en 1'absence de cations, plusleurs sources possibles de
variations non mutuellement excluslves ont pu influencer les resultats. Les
changements observes par LAROCHE (1983) dans la composition en chloroplylle
des PS I et II, de meme que dans la composition lipldlque des membranes
pourraient avoir une Importance majeure dans 1'augmentatlon de la
fluorescence. Des etudes sur remission de la Huorescence pour 1es PS I et II a
77° K, ainsi qu'une etude de la cinetique d'lnductton de la fluorescence
permettraient d'identifier avec plus de precision les pnnclpales sources de
variations d'intensite de 1a fluorescence emlse par les plantes temotns et les
plantes traltees.
L'etude de la fluorescence a 77 ° K permettrait d'evaluer la fluorescence
emlse par chaque photosysteme. En outre, c'est Ie rapport de la fluorescence
associee au PS I a 735 nm sur celle du PS II a 680 nm a cette meme
temperature qui constltue la preuve evidente d'un changement dans la
dlstnbution de 1'energle d'excitation entre les photosystemes. Par ailleurs, la
cinettque d'lnductlon de la fluorescence nous renselgnera sur la fluorescence
variable (F^) gui est Hndlcateur du nombre de chlorophylles actives dans ce
transfert de 1'energle d'exdtatlon vers les centres reactionnels du PS II. El Ie
nous renselgne egalement sur la fluorescence constante (Fo), Indlcatnce de la
quantite de molecules de chlorophylle incapables de transmettre 1'energie
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d'excltation aux centres reactionnels du PS II. Cette demtere methode
pennettralt d'evatuer la quantite relative de 1'accepteur pnmatre et secondalre
d'electrons present, en plus de renseigner sur 1e degre de liaison entre les
centres reacttonnels du PS II (GRIFFITH & a1,1984; DUYSENS & aL, 1984).
Les suspensions de ch1orop1astes de plantes traltees a I'atrazme
presentent une senslblHte au magneslum comparable a ce11e des plantes
temolns. En effet, 1'emlsslon maximum de fluorescence par 1es chloroplastes
de plantes traltees ne se produit que pour des concentrations legerement
Infeneures a celles requlses pour les chloroplastes de plantes temolns. En
outre, nos resultats sur remission de la Huorescence se comparent a ceux
obtenus chez d'autres especes vegetales. La concentration en magneslum qu1
provoque une augmentatlon maximale de 1a fluorescence est de 1'ordre de 1
mM chez 1'eplnard (5EARLE & a1, 1977), de 1 a 2 mh chez Ie pots (ARNTZEN &
al, 1976; LIEBERMAN & al, 1978) et 1e mais (LETO & ARNTZEN, 1981). Le
calcium, de meme valence que 1e magneslum, causeralt des effets identlques
aux memes concentrations (BARBER, 1977). Puisque 1'efflcacite des cations a
provoquer 1'empilement granalre est largement determinee par leir valence
(BARBER, 1977, 1980 & 1982), les concentrations de KC1 necessaires sont plus
de 20 fois sup6Neires a ce11es requlses par 1e MgCI^ pour provoquer une
emission maxlmale de fluorescence a la fois chez les chloroplastes de plantes
temotns et ceux de plantes traitees a 1'atrazme.
Les experiences de GROSS & PRASHER (1974) revelent que lorsque des
membranes thylakoidlennes sont placees en suspension dans un m111eu depourvu
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de catlons ( 0,1 mN de sucrose et 0,2 mh de ths-base), on retrouve
pnncipalement des membranes granalres. L'ajout d'une falble quantite de
cations monovalents (env. 3 mh) provoque la dispantion de 1'empilement
granalre. Cependant, 1'augmentatlon du contenu en catlons monovalents entraTne
a nouveau la formation de grana
Ainsl, nous avons observe que 1'lntenslte de 1a fluorescence vane tres
peu pour de falbles concentrations de KC1 (0 a 15 mM), tandis que des
concentrations elevees provoquent une diminution de la fluorescence. Ces
changements sont beaucoup moins prononces lorsque c'est Ie magnesium qui est
utilise. 11 est reconnu que 1a fluorescence est maximale lorsque des
chloroplastes sont isoles dans un milieu en presence de faibles quantites de
cations et places en suspension dans un milieu sans magnesium. L'ajout
subsequent de 3 a 20 mM de KC1 provoque une baisse de la fluorescence (GROSS
&PRASHER, 1974;CHOW&al, 1981). En fait, dans un milieu gui conttent tres
peu de magneslum, I'empilement granaire est maximum, ce qui expliqueralt
Hntenslte elevee de la fluorescence (BARBER & CHOW 1979; BARBER, 1980).
Dans notre cas, la concentration de tampon relatlvement elevee et 1'emploi de
NaOH pour 1'ajustement du pH des solutions amene une quantite appreclable de
cations dans Ie milieu et, par consequent, la diminution de la fluorescence de 0
a 20 mN de KC1 est beaucoup molns prononcee. Nous pouvons observer (annexe
5) que Hntensite de la fluorescence est elevee lorsque les chloroplastes sont
places en suspension dans un mlUeu contenant peu de cations ou de magnesium.
Le quench de 1a fluorescence pour les concentrations elevees de KC1 pourralt
provenir de 1'augmentatlon du faux de disslpatlon de 1'energie par conversion
inteme (BAKER &DOMINY, 1980).
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Nous avons souUgne que des concentrations voislnes de magnesmm
(env. 0,6 a 0,8 mN) provoquent une emission maxlmale de 1a fluorescence
ch1orophy111enne par 1es suspensions de ch1orop1astes de ptantes temolns et
ceux de plantes traitees par 0,25 ppm d'atraztne. Nous avons mentionne en
introduction que les LHCP Jouaient un r61e essentiel dans 1'empilement
granatre. Ainsi, se1on nous, 1a reponse des membranes de ch1orop1astes de
plantes temoins et de plantes trattees a 1'atrazine concorde avec 1es resultats
obtenus par LAROCHE (1983) sur Ie contenu proteique associe au LHC II. Chez
1es chloroplastes de plantes temotns, Q0% des proteines membranalres se
retrouvent au niveau des antennes coHectrices de lumtere pour 1e PS II centre
75% chez 1es chloroplastes de Lemna minor traitees a 1'atrazine. Plusieurs
etudes (BURKE & al, 1978, 5TEINBACK & al, 1979; 6EROLA, 1981), notamment
rutHisatton de plantes a divers stages de 1eur verdtssement, indiquent que 1a
presence des LHCP est necessaire pour que se produise 1'augmentation de la
Huorescence par les catlons, alnsi que les changements dans 1'empHement
granaire (DAV15 & GROSS, 1975). De plus, 1'ajout de LHCP a des Hposomes
provoque Tagregation des part1cu1es aux memes concentrations que celles
necessaires pour prodmre I'empHement granaire in vivo (RYRIE & a1., 1980;
MULLET & ARNTZEN, 1980).
L'augmentation d'lntenslte de la fluorescence, molndre en presence de
concentrations saturantes de magnesium par 1es suspensions de chloroplastes
de plantes traitees par rapport a celles de plantes temoins (unites relatives:
13.5 centre 10), semble indlquer une diminution du pouvolr de regulation par les
cations dans 1a distribution de 1'energle d'excitation. L'ampHtude de la
stimulation par Ie Ng+2 est proportlonneUe au contenu en LHCP des thylakoides
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(LIEBERMAN & a1, 1978; LETO & ARNTZEN 1978). Comme nous Ie savons, Ie
traitement a Fatrazine modlfte plus fortement la teneir en chlorophyHe totale
assodee au LHC II que 1a teneur en protelnes (LAROCHE, 1983). De meme,
1'elevation de la fluorescence emise en presence de faibles quantltes de cations
(c. a d. a 0,05 mM de MgC1^) jusqu'au maximum em1s (sur 1a courbe), correspond
a une augmentation de 20% chez 1es plantes traitees et de 48% chez les plantes
temolns. Bien que 1e trattement cause une diminution de la longueur totale des
lamelles du stroma, 11 y a, par contre, une augmentatlon Importante de la
longueur totale des membranes penpheriques des grana (LAROCHE, 1983). Les
membranes peripheriques seralent de m^me nature que 1es lamelles du stroma
(ANDERSON, 1981; ANDERSSON & HAEHNEL, 1982; ANDERSON & NELIS, 1983).
Selon BARBER (1980), I'augmentatton de la fluorescence en presence de cations
seralt 1'une des consequences de la segregation spatiale des PS II dans les
regions granalre non exposees.au stroma et des PS I dans les regions exposees
au stroma. Le rapport entre les membranes exposees au stroma et celles des
regions accolees est tres tmportante dans 1e deroulement du phenomene et
poun-ait a 1a ngueur expllquer nos resultats. Chez les chloroplastes de /.
minor traltees par 0,25 ppm d'atrazine, 11 est aussi possible que 1a
stimulation de la fluorescence par les cations sott limttee par 1a quantite
elevee des membranes penphenques des grana. Ceci se justlfie par Ie fait que
1'augmentation d'intensite de la fluorescence provoquee par Ie Ng+2 pulsse
apparaTtre plus falble.
En 1'absence de magneslum, des changements depHde 5 a 7 n'affectent
pas Hntenslte de la fluorescence des suspensions de chloroplastes de plantes
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temoins ou de plantes traitees par 0,25 ppm d'atraztne. Chez les deux groupes
de choroplastes, 1'amplltude de 1'intensite de la fluorescence en presence de
cations augmente avec 1e pH et attelnt son maximum pour des pH compris entre
7,5 et 8. De plus, 1'augmentation de la concentration en H du milieu de
suspension des chloroplastes fretne la stimulation de la fluorescence par Ie
magneslum pour les deux groupes de chloroplastes. Contrairement au
mecanisme d'accolement indult par masquage electronique en presence de
cations, 1a neutral isatlon des charges par 1'abaissement du pH ne necesstte pas
une migration laterale des complexes charges des membranes (BARBER & a1.,
1980). Les modifications stmcturales provoquees par la neutrallsation totale
des charges ne seraient pas accompagnees de changements dans 1a
redlstnbution de Fenergle d'excltation, ce qui expHqueralt 1'absence de
variations d'lntenslte de la Huorescence en 1'absence de magneslum pour 1es pH
compris entre 5 et 7,5. En 1'absence de cations, 1'empHement granalre
maximum chez Ie pots se produit pour les valeurs de pH pres de 4,3 (NAKATANI
&al, 1978, 1979) et de 4,7 pour Vicia faba et Lupinus Juteus L (GROUZIS
& al, 1982). Ces valeurs correspondent au point isoelectrique des membranes
thylako'idlennes, tandls qu'aux pH plus eleves, les membranes photosynthetiques
portent un exces de groupements charges negativement (NAKATANI & al, 1978).
L'inhlbitlon progressive de 1a stimulation de la fluorescence en milieu adde est
vralsemblablement attribuable a la reduction de la denstte de charges a la
surface des membranes par 1a neutrallsation Indutte par les H+. La reduction de
la denslte des charges a la surface des membranes provoquerait la diminution
des changements electrostatiques exerces a la surface des membranes
subsequentes a 1'ajout de Ng+2 (BARBER & a1,1980; SCOUFFLAIRE & a1, 1982).
De meme, une quanttte plus faible de cations est necessaire pour obtemr une
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fluorescence maxtmale chez les deux groupes de chloroplastes s'H y a
abalssement du pH du milieu de suspension en raison des charges deja
neutrallsees (annexe 6). Dans les regions de 1a courbe legerement basiques («
pH 7,5) ou acides (« pH 5), on assiste a une baisse raplde de 1a fluorescence
emtse tant en presence qu'en 1'absence de cations. Ceci pourrait probablement
etre attnbuable a 1a deterioration des LHC 11 provoquee par les pH extremes.
Le trattement ^ 1'atraztne provoque des variations s1gmf1cat1ves dans
1'actlvlte photochimlque du photosysteme II des ch1orop1astes de Lemna minor
Pour toutes 1es experiences, les pentes "V /K" sont slgnlflcativement plus
faibles pour 1es chloroplastes de plantes traltees par rapport a ceux des
plantes temoins. En outre, Ie K^, qul represente 1'lntenslte lumineuse lorsque
1'actlvite photosynthetique est ^ dem1-saturat1on, dlminue fortement chez 1es
chloroplastes de ptantes tra1t6es, tandts que 1a vltesse maximum (V ), ^
saturation, augmente. Le "Kp" est analoque a 1a constante de Michael is "K^" en
clnettque enzymattque (HUNER, 1984). Pulsque la valeur de "K" depend de 1a
teneur en chlorophyHe associee par p1gment-pi6ge (BAKER & HARDWICK, 1974;
KYLE & ZALIK, 1982), la diminution s1gnif1cat1ve de Tlntensite lumineuse
n6cessa1re pour obtenir saturation de 1a photoreduction du DCPIP chez 1es
chloroplastes de Lemna minor traitees a 1'atrazine semble se traduire par une
augmentatlon de la taille du photosyst^me II. De m^rne, ceia pourrait aussi
expHquer 1'act1v1te photosynthetique plus grande des plantes trattees aux
ra1b1es Intensttes lumineuses. Cette Interpretation s'accorde avec 1es
resultats obtenus par LAROCHE (1983), 1esque1s revelent une augmentatton du
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rapport des pourcentages de ch1orophy11es entre 1es LHC II sur Ie CPa chez les
chloroplastes de plantes trattees. L'efflcadte relative de 1'activlte du PS II
plus elevee aux faibles intensltes lumlneuses coincide egalement avec
Taugmentation observee de 1a fluorescence (MURATA, 1969). Cette
Interpretation est conforme aux resultats de LEMOYNE & al (1986) qui, sur 1a
base d'observations de la fluorescence a 77 ° K, montrent que 1'augmentatton de
Hntensite de 1a fluorescence a cette temperature coincide avec une
augmentatton de 1a ta111e du PS II chez divers biotypes a 1a fots traites et
resistants a 1'atrazine. L'acttvlte photosynthetlque a de fa1b1es tntensltes
lumlneuses depend du taux d'absorption de 1a 1um1ere par 1es ch1orophy11es des
centres reacttonnels. L'etape Hmltante, dans ces conditions, ne depend nt de 1a
quantite de donneurs ou de receveurs d'electrons, m de la quantite de
ch1orop1astes sur une base de ch1orophy11e, ma1s du faux d'absorption de 1a
lumtere qu1 serait fonctlon de la taiHe du photosysteme, so1t 1e nombre de
molecules de chlorophyHe par photosysteme. Dans cette region de 1a courbe,1e
faux de renouvellement du centre react1onne1 est controle par Ie faux
d'absorption de 1a lumlere, tandls qu'a saturation par la lumiere, une variation
dans 1a distribution de 1'energle d'exdtatlon ne pourrait affecter 1e rendement
photosynthettque, les pteges etant deja surallmentes. 11 est frequemment
admis que la formation de grana affecte 1e rendement photosynthettque
(JENNINGS & al, 1980). 11 est toutefols dimcile de distmguer entre les
changements dans I'activite des photosystemes relies aux variations de 1a
distribution de I'energie d'excltation et ceux reHes a la composition
membranaire ou a 1'etaf d'oxydoreductton de certatns elements de 1a chame de
transport des electrons (BOSE & ARTZEN, 1978; BOSE & al, 1981; RANANUJAN &
BOSE, 1983).
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L'augmentation de la photoreduction du DCPIP a saturation lumineuse
suggere que 1e traitement a 1'atrazine Influence 1a capacite du transport
photosynthetique des electrons. A saturation, 1'act1v1te photosynthettque est
rellee a la quantite presente de certains transporteurs d'electrons (PQ et cyt f)
entre 1e PS II et Ie PS I ou a une augmentation du taux de diffusion laterale de
ces transporteurs mobiles d'electrons (KYLE & ZALIK, 1982; HUNERJ984,
NANNAN & B05E, 1985). Le traitement a 1'atrazine, en augmentant la proportion
d'acldes gras insatures au nlveau des thylakoides, pourralt augmenter 1a
diffusion des transporteurs mobiles d'electrons entre 1'accepteur primalre
d'electrons pour Ie PS II et 1e cytochrome f. La flutdite des membranes seratt
determlnante dans 1a diffusion des plastoqulnone (ANDERSON, 1982). Toutefots,
se1on BARBER & a1. (1984), 1a fluidlte des membranes serait plus affectee par
une variation dans Ie rapport "Hptdes/proteines" que par des changements dans
1e degre d'tnsaturatton des acides gras. Le trattement a 1'atrazine, en
favonsant 1'e1ongat1on du reseau granaire et en diminuant Ie nombre de
thylakoides par granum (BEAUMONT & a1., 1980, LAROCHEJ983), pourralt
InHuencer 1'accesslbilite du DCPIP. En effet, I'accessibillte ou dje la diffusion
des donneurs ou receveurs d'electrons vers leur site membranaire peut etre
determlnante dans 1'activite photosynthetique (BOSE & a1. 1981; JORDAN & al,
1983). L'empilement granaire provoque par les cations affecte 1a diffusion du
DCPIP, lorsqu'11 est utilise comme donneur d'electrons pour 1e PS I (RAMANUJAN
&B05E, 1983).
Le trattement des L minor par 0,25 ppm d'atrazlne durant leur
crolssance exige une augmentation de I'intensite lumineuse pour atteindre 1a
demi-satiration de 1'activite du photosysteme I contrairement au PS II. Ains1,
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1e "K" sublt une hausse tmportante de 1'ordre de 35%, tandls que la vltesse
maximum augmente falblement (observee 6%; ca1cu1ee15?S). L'atrazme
admimstree lors de la crotssance dlminue fortement 1e pourcentage de
chlorophyHe totale associee aux complexes plgment-proteme du PS 1, so1t Ie
CPIa et CP1 (LAROCHE, 1980). Ce changement dans 1e contenu en chlorophyHe
assodee au PS I, qui pourralt se tradmre par une diminution de la taiHe du PS I,
n'est certainement pas etranger a 1'augmentation de 1a valeur du Kp. La baisse
de Tactivite du PS I en condition d'edairage Hmitant pourrait aussi etre
attnbuable a la reorganisation uttrastructurale des membranes (BROADNAN &
ANDERSON, 1978). En effet, 1'augmentatlon de 1a Huorescence observee chez
1es chloroplastes de plantes traitees suggere un plus grand transfert d'energie
vers 1e PS II et une diminution vers Ie PS I.
A saturation, 1'etape llmitante ne depend plus du taux d'absorption, mais
des reactions d'oxydoreductton qui ont lieu au mveau des chloroplastes, dans
les regions du PS i, soit entre la plastoquinone et 1e site de reaction du
methyl-vlologene. Contrairement au DCPIP, 1lemp11ement granatre n'mfluence
pas 1'accessibiHte du TNPD vers son site de donation probablement Imputable
a sa ta111e et a sa so1ub11ite particuliere dans 1es llptdes (RANANUJAM & BOSE,
1983). La faible augmentation de 1'activite du photosysteme I a saturation par
la lumiere (Vmax), Indique 1e peu d'effet du traltement sur 1es etapes 1im1tantes
du transport de Felectron sur cette section de 1a chame. ARMOND & a1. (1976 )
ont observe que 1es membranes photosynthettques des chloroplastes de pois,
dont la croissance s'est effectuee sous lumiere intermittente (cycle de 2 min.
de lumiere, 98 mm. d'obscurite) possedaient, malgre la diminution de 1eur
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ta111e, des photosystemes I plus actifs (DCPIP->MV) a saturation lumlneuse. 11s
attribuerent ce resultat au fait que 1'actlvite spedflque exprimee sur une base
de chlorophyHe peut donner des valeurs artiflcieHement elevees
comparatlvement a 1'expression de celles-ci par Ie nombre d'electrons
transportes par centre reactlonnel (P-700).
L'atrazine n'affecte pas Ie transport des electrons 1e long de 1a chaine
(faction de Melhen H^O —>MV). Les valeurs de "Kp" et de "V^" ca1cu16es ^
partir des courbes de saturation par la lumiere ne different pas entre les
chloroplastes de plantes temoins et ceux de plantes traitees. La difficulte
d'obtenir des resultats reproductlbles lors de ces essals est imputable a
1'actlvite photosynthetique normalement plus fatble pour la mesure du
transport des electrons Ie long des deux photosystemes et de 1a senstblllte de
Hnstmment de mesure. Contralrement a la reaction ne faisant intervemr que
Ie photosysteme I (TNPD —> NV), la photooxydation de 1'eau par Ie PS II
provoque la liberation d'oxygene dans 1e rapport 1/2 molecule pour chaque
molecule d'oxygene consommee 1ors de la reaction de Mehler (ORT & IZAWA,
1974), ce qul diminue d'autant 1'activlte photosynthetlque. De plus, 1ors de
1'etude du PS 1, contralrement a ceux sur la chaine entiere, Ie parcours des
electrons, relativement court, est peu susceptible d'etre affecte, putsque les
electrons sont donnes par 1e TNPD pres du P700 et acceptes par 1e NV pres de
Faccepteur pnmaire d'electrons.
Lors de 1a mesure du transport photosynthettque des electrons sur la
chaTne entlere a des pH vanees et en presence ou en 1'absence de magnesium,
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1es chloroplastes de plantes traltees a I'atraztne ont une activite reductnce
plus elevee comparativement a ceux des plantes temoins. Cependant, etant
donne 1es variations expenmentales et 1e falble degre de Hberte, ces resultats
ne sont pas conslderes comme s1gn1f1cat1fs. En condition d'eclalrage Hmltant,
11 est possible qu'a force d'experiences, nous pulssions conflrmer nos resultats
en accord avec ceux obtenus //? vfvo par BEAUMONT & a1. (1976b). Dans
notre cas, la photosynthese est mesuree par polarographie en utiHsant 1e NV
comme receveur d'electrons, tandts que 1'etude de BEAUMONT se refere au
respirometre de GHson pour les plantes entleres. Nalgre tout, 1'etude des
valeurs de Kp pour chaque type de faction nous permet de constater que chez
les ch1orop1astes de plantes traltees, I'activlte du PS I atteint 1e point de
saturation ^ des Intensity 1um1neuses 1nfer1eures a celles du PS II,
contratrement ^ 1a situation qu1 predomme chez les chloroplastes de plantes
temolns. L'etude des pH varies en presence ou 1'absence de magnesium sur la
chatne entlere de transport de 1'electron des ch1orop1astes de plantes temoins
et de plantes traltees tndlque que, chez 1es deux groupes, 1lact1v1t6 maximum,
en presence ou en 1'absence de MgC1^ se sltue a pH 7,5. L'acttvite des
photosystemes est maximum pour 1es pH compns entre 7,5 et 8,5 (SUN &
SAUER, 1971; 60ULD & ISAWA, 1973; BOSE & a1, 1981). Outre 1e fait que 1e
NgC1^ peut mtervemr dans la distribution de 1'energie d'excltation, 11 est
necessalre a 1'actlvite photosynthetlque du PS I et du PS II. L'ajout de NgC1^ a
des suspensions de chloroptastes st1mu1e 1'actlvlt^ photsynth^tlque du PS II
tout en accelerant 1a reduction des plastoquinones et en augmentant leur
diffusion du PS II vers Ie PS I (TIKHONOV & a1, 1984; BOSE & ARTZEN, 1978).
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Selon BROADMAN (1977), la classification d'une plante en especes
d'ombre, 1ntermed1a1re ou de solell ne peut etre bas6e sur les courbes de
saturation lumineuse. Le degre d'empHement granaire vane habituellement
selon Ie rapport Chl a/b (BROADMAN & ANDERSON, 1978; ARO & a1, 1986). 11
existe cependant de nombreux exemples ou 1'empHement granaire ne peut etre
relte au contenu des membranes en Chl a et b. Les plantes dont la croissance
s'effectue sous plusleurs qualltes spectrales d'eclairage ne presentent pas de
differences slgnlficatives dans Ie rapport Chl a/b, mats affichent des
changements ultrastmcturaux tmportants des chloroplastes, ainsl qu'une
nouvelle repartitton de 1a teneur en chlorophylle totale associee a chaque
photosysteme (LEON6 & a1., 1984). Par alHeurs, 1es chloroplastes de L minor
traltees a 1'atrazine presentent ausst des caractenstlques tres communes avec
Ie traitement de cotyledons de radis a doses de 1(T4N de benzaton 1ors de la
crolssance et a de fortes Intensttes lumineuses (LICHTENTHALER & a1., 1982;
LAROCHE, 1983). Par I'augmentatton du rapport membranes accolees/non
accolees et la diminution de 1a quantite de chlorophylle totaie assoclee au CP I
et au CPIa. Les chloroplastes de radis dont les cotyledons ont ete traltes au
benzaton presentent une augmentatton du rapport membranes accolees/non
accolees et sont assocles a des modifications simHalres a celles des plantes
d'ombre. De plus, 11 semble y avolr une relation entre les plastes des plantes
gui se sont developpes sous une lumiere enrichie en bleu et ce11es dont la
croissance a eu lieu sous une intensite lumlneuse elevee (BUSCHNANN & a1.,
1978; LEONG & a1., 1985). Pulsque 1es herbicides particullers au PS II suscitent
une reponse de type d'ombre (LICHTENTHALER & BUSCHNANN, 1978; ANDERSON,
1982), nous croyons que 1'etude de 1'influence de Fatrazlne lors 1a crolssance de
plantes a de faibles intensites lumlneuses seratt complementaire a 1'etude a
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de fortes intensites lumineuses et selon dlverses qualites spectrales de
1'edairement. En effet, e11e permettralt de mieux distinguer 1a reponse des
plantes a 1'atrazine, ainsi que celle des plantes aux variations de 1'intensite
lumlneuse 1ors de la crotssance.
Nous avons verifte 1'efficaclte de 1'atrazlne a inhiber Ie transport des
electrons /n vitro chez les suspensions de chloroplastes de Lemna minor
temoins ou traitees a 1'atrazine. Pour ce faire, nous avons determine la
concentration d'herbicide pour laquelle 1'activite photosynthetique est inhibee
de 50% (Igo). La valeur du Igo est habltuellement consld6r6e comme 1'lndlce du
nombre de centres reactionnels du PS II presents (NANNAN & BOSE, 1985).
Na1gr6 un Igo deux fois plus eleve chez les membranes de chloroplastes de
plantes traitees (Igo^64 + 0/24 ^ Par ^PPort a cel^ des chloroplastes de
plantes temolns d5o=0»35 ±0,13 uN), les deux groupes semblent presenter la
meme senslbllite a 1'atrazlne, pulsque les intervaHes de conflance a 95 % des
moyennes se recoupent. Les concentrations d'atrazine causant une diminution
de 50% de 1'activite photosynthetique du PS II (H^O —> DCPIP) chez les
chloroplastes de Lemna mmor temoins sont du meme ordre de grandeur que
Pisum sativum (Ie pots: Igo'0'25 1J[M» PFISTER & al, 1981 ) ou Brass fca
campestris (Ie radts: l5o=o»18 1JLM» DARR & al» 1981). Cependant, ces valeurs
sont de beaucoup infeneures a ce11es des plantes constderees comme
resistantes a 1'atraztne ou les valeurs de (50 peuvent attelndre 100 (IN pour
Brassica campestris (DARR&al, 1981). Ll augmentatlon de lavaleurde (50
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par suite du traltement pourralt provenir d'une variation de 1'environnement
llpidique dans 1a region du site de fixation de 1'atrazine et seratt susceptible
d'tnfluencer son accessibllite. Cette hypothese semble appuyee davantage par Ie
rapport Chl a/b identique chez 1es chloroplastes de plantes temolns et de
plantes traltees a Tatrazine plutot que par une modification du nombre de
centres reactionnels presents (NANNAN & BOSE, 1985). Toutefols, i1 serait
necessalre de determiner par une methode dlrecte Ie nombre de centres
reactionnels presents pour chaque photosysteme. En effet, se1on NANNAN &
BOSE (1985), un changement dans Ie nombre de centres reacttonnels seralt
accompagne d'une variation dans Ie rapport chl a/b et un changement a ce
niveau pourrait aussi contnbuer a rendre compte de 1'activlte photosynthettque
du PS II plus elevee a saturation lumineuse. Le traitement a 1'atraz1ne
affecteralt davantage la fixation du DCMU dont Ie site se situe a proximite de
1'atrazme au mveau de 1a protelne Qg (MATTOO & a1., 1984 b). 11 exlste
maintenant plusieirs preuves expenmentales qui montrent que 1'atrazine
bloque 1e transport de Telectron en se llant a une proteine de 32 Kd, la proteine
QQ (PFISTERS & ARNTZEN, 1979; KYLE, 1985). La degradation de cette proteine
serait retardee chez 1es plantes dont la croissance s'effectue en presence
d'atrazine (NATTOO & aL, 1984 a, 1984 b). Soumtse a un faux de renouvellement
rapide et proportioneHe a Tintenstte lumineuse (MARDER & a1., 1984), sa
degradation, sous une forte intenslte lumlneuse, a ete reliee au processus de
photoinhtbltion retrouve chez les plantes (ARNTZEN & al, 1984). NATTOO & a1.
(1984 b) suggerent que la 32 Kd pourratt etre assodee a un mecamsme
compensatoire qui maintlendralt une interaction fonctionnelle entre les
protelnes regulatnces, comme 1a proteine Qg et 1es llpldes du PS II. Nos
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travaux appulent cette hypothese, putsque 1'atrazine, puissant inh1b1teur de la
reaction de H111, admmistree lors de la croissance, augmente 1'act1vite
photosynthetique des chloroplastes de Lemna minor traltees, tout en
ralentissant Ie processus de v1e1111ssement des membranes //? vftro (Annexe
12) et se1on les observations de SINARD (1985) sir 1a senescence des plastes
in vfvo. Les resultats de cette etude montrent qu'une dose subletale d'atraztne
a pour effet d'accrottre Ie degre d'orgamsatlon et la stabllite du reseau
membranaire des chloroplastes selon un processus raplde et reverslble.
CHAPITRE 5
CONCLUSION
L'atrazine administree a doses subletales lors de 1a crolssance de la
Lemma minor favonse grandement 1'emlssion de 1a fluorescence
chlorophylHenne a 680 nm, comme 1e sugg^ralent nos travaux anteneurs sur
Fultrastmcture des chloroplastes. Toutefois, nos resultats en presence ou en
1'absence de cations suggerent que 1es changements observes dans la
composition llpidique des thylakoides et sur Ie contenu en chlorophylle associe
aux sous-umtes photosynthetlques pourralent contrlbuer de fa^on substanttelle
a I'augmentation de 1a fluorescence chez 1es chloroplastes de plantes traltees.
Selon ces resultats, I'augmentatton de 1'actlvlte photosynthetlque du PS II et la
diminution du rendement photosynthettque du PS I en condition d'eclatrage
limttant pounralt etre attribuable solt a une distribution de 1'energie lummeuse
favorisant 1e photosysteme II, solt a des vanatlons dans 1a tatlle des
photosystemes. En fait, ces deux sources possibles de variations non
mutuellement exdusives presentent des caracteristiques simHaires compte
tenu des techniques d'analyse que nous avons utHisees.
Pour faire suite a cette etude, 1'emplol de methodes directes
d'evaluation de 1a talHe des photosystemes et du nombre de centres
reacttonnels presents permettront d'acquenr des informations supplementaires
essentielles a 1a comprehension des variations tnduites par 1'atrazine sur 1e
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rendement photosynthetique. De plus, 1a quantification de certains
transporteurs d'e1ectrons,comme 1e cytochrome f et 1es p1astoqu1nones devront
completer des travaux ulteneurs sur 1e transport photosynthetique des
electrons. Finalement, grace a 1'etude aux basses temperatures et a 1a
clnetlque de la Huorescence, nous pourrons etudter remission des centres
reactionnels et des antennes collectrices de lumlere. Ces connaissances
permettront de distinguer avec plus de precision les repercussions possibles du





Annexe. 1; Influence de 1a concentration de magnesium (Mgd^ ) sur remission
de 1a nuorescence a 680 nm par les ch1orop1astes de I'epmard.
Les chioroplastes non enrichts (non laves) sent extralts a meme 40 g de
feutHes d'eplnard homogenelsees dans Ie tampon Na-trldne a 30 mN, a pH 7,8 a
et 5 °C en presence de 0,4 N de sucrose et de 20 mN de NaCl L'homogenat filtre
sun coton fromage est done centnfuge a 1500 x g pendant une perlode de 5
minutes. Le culot est resuspendu dans 1e tampon Na-tncine a 30 mh et a pH 7,4
en presence de 20 mM de NaCI pour une concentration en chlorophytle de 125
jjig/ml. L'enrichtssement conslste done ^ reprendre, apres 1a premiere
centnfugation, 1es chloroplastes dans 1e tampon Na-tricine a 30 mM et a pH 7,4
en presence de 20 mN de NaCI, puts de centrifuger une seconde fois a 1500 x g
Lors des lectures de la fluorescence a 21 ° C, 1e miHeu d'essai se compose du
tampon Na-tridne a 30 mN et ^ pH 7,4 en presence de 20 mh de NaC1. La
concentration finale en chlorophylle est de 5|Jig/m1 (JENNINGS & al, 1978).
Le magnestum (MgC1^) exerce une grande influence sir 1'emlsslon de 1a
fluorescence a 680 nm de chloroplastes d'epinard enrichis ou non (FIG. A1 1.1).
La Huorescence emise par 1es chloroplastes non enrichis s'accroTt fortement
("80?0 de 0 a 3 mM de MgC1^ pour s'attenuer vers 4 mN. Les ch1orop1astes
enrichis semblent se cHstinguer de 1eurs homologues non enrichls par une
baisse de 1a fluorescence de 0 a 0,1 mN de NgC1^> ("9%) et par 1e seu11 maxima]
d'ermsslon situe a 2 mM de NgC1^. Les concentrations de 1'ordre de 1,5 mN de
MgCI^ nous pennettent d'obtenlr une fluorescence maximum et se comparent a
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celles requlses 1ors d'autres travaux sur 1'epinard (5EARLE & a1., 1977)et surIe
pots (LIEBERNAN & a1., 1978). Cette etude nous aura done permis de nous















0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
MgC1^( mN )
3,0 3,5 4,0
FIG. A 1.1: Influence de 1a concentration en chlorure de magnesi urn 9ur remission
de la fluorescence par les ch1orop1fl3le3 laves et non laves deTepinard.
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Annexe 2: Influence de 1a concentration de chlomre de magnestum (NgC1^) et
de chlorure de potasslum (KC1) sur 1'emlssion de la fluorescence
d'une suspension de chloroplastes de Z. mfnor temoins et traitees
par 0,25 ppm d'atrazine et isoles sur coussin de PercoH en
presence ou en 1'absence de sorbltol, NaCI et EDTA.
Les ch1orop1astes de L minor temotns et Z. minor traltees sont
extraits selon 1a methode de pur1f1cat1on de LAROCHE (1983), jusqu'au coussm
de PercoU mclusivement A partir de cette etape, nous avons procede a
1'edatement des enveloppes en reprenant les culots des chloropiastes Intacts
des plantes temoins et des plantes traltees dans 1e tampon Na-tricine a 30 mh
et a pH 7,4 en presence de 5 mM de NaCI. Les suspensions sont alors
centnfugees a 5000 x g pendant 3 minutes. Les culots sont repns dans Ie
meme tampon (2 a 3 ml) de fa^on a obtenir une quantlte de chlorophylle
equivalente a 125 (Jig/ml. Lors des lectures de la Huorescence, 0,1 ml d'une
suspension est ajoute a 2,4 m1 de tampon de resuspenston en presence de
concentrations variees (entre 0 et A mh) de NgC1^ ou de KC1 pour une
concentration finale en ch1orophy11e de 5 ng/m1.
Selon les resultats de quatre experiences (figure A 2.1 ^ A 2.4), nous
observons que des concentrations de magn6s1um variant de 0,2 mM jusqu'^ un
maximum de 1 mh provoquent des augmentattons cHntenslte de la nuorescence
de 1'ordre de 25 a 50% par rapport ^ ce que nous observons en 1'absence de
MgCI^. Le seu11 maximum d'emission est atteint a 1 mM de NgC^. L'ecart de 1a
Huorescence emise entre 1es ch1orop1astes de plantes t6mo1ns et ceux de
plantes trattees est variable. Hormis la valeur maximum d'lntensite de 1a




FIG. A 2.1: Influence de concentrations
variees de MgC1g sur 1'intensite de
1a fluorescence d'uno suspension de
chloroplasies de L. minor temoins et
traitees par 0,25 ppm d'atrazlne.
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FIG. A 2.2: Influence de concenlraiions
variees de MgC1g sur Tintensite de
la fluorescence d'une suspension de
chloroplastes de L. min^r temoins el
trailees par 0,25 ppm d'atrazine.
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
NgClo(mM)
0.0 0.5 1,0 1,5 2/0 2.5
MgCI g ( mM )
3,0 3,5 4,0
FIG. A 2.3: Influence de concentrations
variees de MgClg sur 1'intensite de
la fluorescence d'une suspension de
chloroplastes de L, mm^r temoins et







































0.0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0.9
MgCI^(mM)
10
FIG. A 2.4; Influence de concentrations
variees de MgC1g sur 1'inlensite de
la fluoresoence d'uno suspension de
cNoroplastes de L. /??//7^/'temoins et
traitees par 0,25 ppm d'atrazine.
FIG. A 2.5: Influence de concentrations
variees de NgC1g sur 1'intensite de
1a fluorescence d'une suspension de
ch1orop1astes de L.mmof temoins
e< traitees par 0,25 ppm d'atrazine
extraits en 1'absence de NaC1.
o_»: -NaC1
»—.»: + NaC1
FIG. A 2.6: Influence de concentrations
variees de MgClg sur 1'intensite de
1a fluorescence d'uno suspension de
cNoroplastes de i.mfnor temoi'ns
extraits en presence ou en 1'absence
de 5mN de NaC1.
NgC1 o ( mN )
71
de NaCI dans 1es tampons d'extractton ou d'essal ne semble pas avolr d'effet sur
remission de la Huorescence ch1orophy11ienne a 680 nm. (figure A 2.5 et A 2.6),
pmsque les ecarts entre 1es courbes en presence ou en 1'absence de NaC1 sont
tres similaires. Cependant, en 1'absence de NaC1 (figure A 2.6), Ie seui1
minimum de la Huorescence se sttue entre 0 et 0,2 mh de Ngd^. Pour
1'ensemble des experiences, on asslste a une legere diminution de la
Huorescence vers 1es concentrations de chlomre de magneslum superieures a 1
mN. L'mtenstte maximum de 1a fluorescence est attemte vers 40 mM de KC1, ce
qul represente des concentrations plusleurs fois supeneures a ce11es obtenues
avec 1e magnesium (figure A 2.7). La presence de EDTA, lors de 1'extractton, au
moment du choc osmottque (figure A 2.7), amene une diminution importante de
la fluorescence obtenue en presence de KC1. Par atHeurs, 1a presence de 0,1 N
de sorbitol dans Ie tampon de conservation des chloroplastes paraTt augmenter
1'effet du NgCI^ sur Tintenslte de la Huorescence (figure A 2.8 et A 2.9).
Nous avons fait subir un choc osmottque aux chloroplastes apres 1a
centnfugatton sur cousstn de PercoH a cause de 1l1mpemneab111te de 1'enveloppe
aux cations (GINMLER, 1975), blen que celle-cl ne soit pas totalement
1mpenneab1e aux cations (DESHAIES, 1984). Pour tenter d'ellminer une certalne
variabiHte des resultats, nous avons etudte 1'lnfluence du NaCI et 1'emp1oi de
EDTA, lors de 1'extractlon de chloroplastes, sur 1l1ntens1te de 1a fluorescence en
presence de cations. Puisque 1e tampon utilise contient deja une certalne
quantlte de catlons provenant du chlorure de sodium, 11 est done normal de ne
pas obtenir d'effet en 1'absence de NaCI lors de 1'extractlon. L'emplol de EDTA


















FIG. A 2.7: Influence de concentrations
vanees de KC1 sur 1'intensite de
la fluorescence d'uno suspension de
chloroplastes de i.mm^r temoins
et trallees par 0,25 ppm d'atrazine
ei effet de 1'utilisation deEDTA 1ors
de 1'extr action.
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»—»: Temoin - sorbitol
«_«: Temoin + sorbitol
40-
FIG. A 2.8: Influence de concentrations
vahees de MgCI g sur 1'mtensite de
1a fluorescence d'uno suspension de
cMoroplastes de i. mfn^r temoins
conserves en presence ou en
1 "absence de 0,1 M sorbitol.
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o—a: Traite - sorbitol
•—•: Traite + sorbitol
FIG. A 2.9: Influence de concentrations
variees de MgCI g sur 1'intensite de
la fluorescence d" uno suspension de
chloroplastes de L. /??//?tvtraitees
conserves en presence ou en
1'absence de OJ M sorbitot .




Se1on DUVAL (1974), une centnfugatlon des ch1orop1astes en presence de EDTA
a 3 mN peut amener une perte importante de cattons et jusqu'a 25% des
proteines faiblement 11ees aux membranes. Ce sont, entre autres, la
RUDP-carboxylase, 1a Ng-ATPase et Ca-ATPase. En outre, 1a perte de protelne
sous Teffet de EDTA pourrait aussi provoquer un rearrangement et une
reorientation des complexes pigments-protetnes. Ces changements sont
egalement suscept1b1es dlnfluencer la fluorescence. L'emploi de sorbttol dans
1e milieu de conservation des ch1orop1astes peut aider a preserver 1'lntegnte
des membranes thylako'idiennes en dimlnuant notamment la perte d'acides gras
libres (PAPAGEORGIOU, 1980), tout en ralentissant Ie processus de
denatiration des proteines (LEE & TINASHEFF, 1981).
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Annexe 3: Influence de concentrations variees de chlorure de magnestum
(Mgcy sur remission de la fluorescence d'une suspension de
chloroplastes de Z. minor temoins et traltees. Effet du
tampon Tris-HCI, du tampon Na-tndne et du coussln de
PercoH, ainsi que du sucrose.
Les chloroplastes sont extraits se1on la procedure decnte au chapttre
2. Selon Ie cas, 1e tampon Na-tnclne a 50 mM et a pH 7,5 peut remplacer 1e
tampon d'homogenelsatton Tr1s-HC1 a 50 mM et a pH 7,5. L'etape de
centrifugation des extraits sur coussln de PercoH a lieu avant 1e choc
osmottque, c. a d. avant 1'eclatement des chloroplastes, selon 1a procedure
decrite par LAROCHE (1983). Les extraits sont conserves en presence ou en
1'absence de 0,1 N de sucrose dans Ie Na-tridne a 25 mN et a pH 6,5 dans un
volume redult (0,7 et 1,7 ml; votr METHODOL061E, p. 12).
L'lnHuence du magnesium sur 1'emisslon de la fluorescence a 680 nm
d'une suspension de chloroplastes de plantes temolns et de plantes traitees et
homogeneisees dans 1e tampon Na-tndne a 50 mN et a pH 7,5 est Hlustree aux
figures A 3.1 (conservation en 1'absence de sucrose) et A 3.2 (conservation en
presence de sucroce a 0,1 N). La Huorescence augmente avec 1'elevation de 1a
concentration de magnesium dans 1e milieu jusqu'a un seui1 maximum d'envtron
1 mN. L'amplltude de 1a stimulation de 1a fluorescence par Ie magnesium est
plus prononcee chez les chloroplastes de plantes temoins comparatlvement a
ceux des plantes traitees (" 35% centre 15%). En fait, lorsqu'on utilise 1e
tampon Na-tridne 1ors de 1'homogeneisatlon, on note une augmentatlon moindre
de 1'intensite de 1a fluorescence en presence de NgCI^. De plus, 11 semble


















FIG. A 3.1: Influence de concentrations
variees de MgC1g sur 1'intensite de
1a fluorescence d'uno suspension de
chloroplastes de i. m/'fn^r temoins et
trainees par 0,25 ppm d'atrazine.





FIG. A 3.2: Influence de concentrations
variees de MgClg sur Tintensite de
la fluorescence d'uno suspension de
chloroplastes de L. m r'nor temoins et
Iraitees par 0,25 ppm d'alrazine
conserves en presence de 0,1 N
sucrose.

















FIG. A 3.3: Influence de concentrations
vanees de MgC1g sur 1'intensite de
la fluorescence d'uno suspension de
chloroplastes de t.mfnDf temoins
homogeneisees dans Ie lampon <ns-HC1
a 50 mM d pH 7,5 ou Na-tricine 6
6 50 mM 6 pH 7,4 conserves dans 1c
tampon Na-thcine a 25 mN a pH 7,5
en presence de 0,1 N sucrose.
0/0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
NgCI^(mM)
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temoins (figure A 3.3). De meme, a des concentrations tnfeneures a 1 mN de
chlomre de magneslum, 1thomogene1sat1on des plantes semble plus appropriee.
dans 1e tampon Tris-Hd (tableau A 3.1), putsque Taugmentatlon de 1a
ftuorescence obtenue avec 1e hgd^ est plus 61ev6e que 1ors de 1'extractlon par
1e cousstn de Percoll ou Ie Na-thdne.De plus, la centMfugatlon sur cousstn de
Percoll semble diminuer 1'augmentatlon de 1a fluorescence davantage chez les
plantes trattees que chez 1es plantes temoins.
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TABLEAU A 3.1: Influence de concentrations variees de NgC^ sir
1'emlsslon de 1a fluorescence d'une suspension de chloroplastes de L
minor temoins et traitees par 0,25 ppm d'atrazlne et extraits dans 1e
tampon Tris-HCI a 50 mN et a pH 7,5 (avec ou sans coussin de Percoll)














































































Annexe 4: Influence de concentrations variees de cNonre de magnesium
(Ngcy sur 1'emisslon de la fluorescence d'une suspension de
chloroplastes de Z. minor temoins et traitees par 0,25 ppm
d'atrazine; influence de 1'osmolante du milieu de conservation des
chioroplastes et du m111eu d'essat lors des lectures de 1a
Huorescence.
Les chloroplastes sont extraits se1on la procedure decrite en 2.2. Selon
1'expenence effectuee, les chloroplastes de plantes temotns sont conserves,
apres 1'edatement, en presence de sucrose a 0,1 ou 0,3 N. tandts que ceux des
plantes traitees Ie sont dans 1e sucrose a 0,1 ou 0,7 N.
Les concentrations elevees de sucrose utlllsees pour la conservation
des chloroplastes ne semblent pas avolr d'effet partlculier sur remission de la
fluorescence des suspensions en presence ou en 1'absence de 1 mN de chlorure
de magnesium (TABLEAU A 41). Toutefois, 1es concentrations e1ev6es de
sucrose dans Ie mHieu de suspension des chloropastes utHisees lors des
lectures d1m1nuent fortement I'ampHtude de 1a stimulation de 1a fluorescence
par 1e magnesium. La presence de sucrose a 0,1 N dans Ie milieu d'essai semble
accentuer 1'effet du magneslum sur remission de 1a fluorescence. La
resuspension des chloroplastes apres 1'extraction en presence de 0,1 N de
sucrose est une procedure couramment utlHsee pour de nombreuses especes
vegetales (CHOW & BARBER, 1980; HOPKINS, 1980). De meme, apres
1'edatement des enveloppes par suite du choc osmottque, Ie retabllssement des
concentrations de sucrose qui assuraient 1'integnte du chloroplastes est une
autre methode qu1 peut etre utHisee ( GROUZIS & aL, 1982).
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TABLEAU A 41: Influence de concentrations vanees de Ngd^ sur
1'emission dela Huorescence d'une suspension de
chloroplastes de L minor temolns et traltees par 0,25
ppm d'atrazlne et effet de 1'osmolante du milieu de













































































Tampon de conservation: Na-triclne 25 mM pH 6,5; Tampon d'essai: Na-tncine 25 mM pH 7,5
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Annexe 5: Influence de concentrations variees de Na-tNdne a pH 8 sir
remission de la nuorescence d'une suspension de chloroplastes de
Z. minor temoins et trattees par 0,25 ppm cfatrazine.
Les ch1orop1astes sont extraits se1on 1a procedure decrite au chapitre 2.
Toutefois, 1es culots de chloroplastes sont suspendus et conserves dans Ie
tampon Na-tricine a 1 mhet apH 6,5. De plus, pour les mesures de remission
de la fluorescence a 680 nm en presence de concentrations variees (0 a 25 mN)
de Na-tridne a pH 8, la quantite de NaCI retrouvee dolt etre la m^me pour
chaque solution. Pour y parvemr, 11 s'aglt d'effectuer les dilutions a partir
d'eau disttllee a pH 8 contenant 1a meme quanttte de NaC1 que de NaOH retrouve
dans la solutton-mere du tampon Na-tndne a 25 mN.
La presence du tampon Na-tricine provoque une reduction de Hntensite
de la fluorescence ^ 680 nm par 1es suspensions de chloroptastes de plantes
temotns et de plantes traitees par rapport a 1'lntensite maximum de 1a
fluorescence. De 0 a 25 mh de tampon Na-tridne, 1a diminution de la
fluorescence est de 1'ordre de 50% chez 1es plantes temoins et 1es plantes
traitees. Les chloroplastes de Z. m/nor traitees emettent davantage de
fluorescence que ceux des Z. minor temoins pour toutes les concentrations de
tampon. Ces resultats sont comparables a ceux obtenus par GROSS & HE5S
(1973). En fait, 1ors de 1'etude de 1a ftuorescence en presence de catlons ou de
1'empilement granalre, 1e tampon Na-tndne est regulierement utilise pour
























200 5 10 15
Na-thcine (mM )
FIG. A 5.1: Influence de concentrations voriees de Na-lhdne 3ur
1'intensite delafluorescenced'une suspension de ch1orop1astes
de L. minor temoins et traitees par 0,25 ppm d'atrazme.
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Annexe 6: Influence de concentrations varlees de MgCI^ et du pH sur
remission de la fluorescence d'une suspension de chloroplastes
de Z. mfnor temolns et traitees par 0,25 ppm d'atrazine
excites a 440 et a 470 nm.
Les chloroplastes sont extraits selon la procedure decrite au chapttre 2.
L'effet du magneslum sur 1'intensite de 1a Huorescence des ch1orop1astes de
plantes temotns et ceux de plantes traltees a 1'atrazine en suspension dans Ie
tampon Na-tridne a 25 mh et a pH 7 ou pH 8 est Hlustre a 1a figure A 6.1. Pour
toutes les concentrations de magnestum etudiees, 1'1ntens1te de la fluorescence
emise par 1es plantes traltees est toujours superieure a ce11e des plantes
temolns. L'abalsse.ment du pH a 7 ou 1'augmentatlon du pH a 8 semble reduire
conslderablement 1a quanttte de chlorure de magnesium necessalre pour
provoquer 1'emlsslon maximum de la fluorescence. A pH 7, Ie seuil maximum
est attelnt pour des concentrations d'envlron 2 mM de NgCI^ pour les deux
groupes, tandis qu'^ pH 8 11 se sltue a 0,4 mM (temoins) et 0,2 mM (traltees).
L'excltatlon des suspensions a 470 au lieu de 440 nm cause une augmentatlon
de la fluorescence 6m1se. Le seull maximum de la Huorescence attelnt a 0,2
mM de magnesium (traitees) et ^ A mh (temoms), a pH 8, a ete 6tud1e plus en
details a 1a figure A 6.2 pour tenter de confirmer cette difference. Une serte de
trols experiences tndlque qu'en fait Ie seull maximum se sltue vers 0,8 mM de
magneslum (traltees) et 0,9 mN (temoms), ce qul est comparable aux resultats
obtenus a pH 7,5 (voir figure 8). La question de 1'effet du magneslum et du pH
sur Hntenslt6 de la fluorescence est abord^e dans la discussion.
•_•: Temoin ( exc. a 470 nm )
o _o: Temoin ( exc. a 440 nm)
._.: Traite ( exc. a 470 nm)
B_a: Traite ( exc. a 440 nm)
»_•: Temoin ( exc. a 470 nm)
o_ o: Temoin ( exc. a 440 nm)
«, •: Traite ( exc. a 470 nm)
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0.0 0.2 0,4 0.6
MgCL
FIG. A 6.1: Influence de concentrations van ee3 de MgC1^ sur rintensite de la fluorescence d'une suspension de
ch1orop1a3te3 de L. w//?^temoin3ettraitee3 par 0,25 ppm d'atrazine et excites aux longueurs
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0,0 OJ 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
NgCI^ < mh )
FIG. A 6.2: Influence de concentrations variees de NgCI^ 3ur Tintensite de
la fluorescenced'une suspension de chloroplasies de Z. minor
temoins et trallees par 0,25 ppm d'atrazine < pH 8 ).
Yaleur moyenne de 3 repetitions par point avec intervalles de
confiance a 95 % de3 moyennes.
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Annexe 7: Mesire par spectrophotometrle en contlnu du transport
photosynthettque des electrons au ntveau du PS II; montage
experimental.
Le montage experimental pour 1'etude de Tacttvite photosynthettque du
PS II est tHustre a la figure A 7.1 Le spectrophotometre "Pye unicam 5P800" a
ete legerement modifie pour permettre 1'introduction d'une fibre opttque qul
semra a illuminer une suspension de chloroplastes 1ors de la mesure de la
reduction du DCPIP a 590 nm. La fibre optique est dirigee vers un fHtre rouge
(Coming CS-2-64 "Sharp cut 620") au niveau du support a cuvette du
spectrophotometre. Un fHtre bleu protege Ie phototube des radiations rouges
dlffusees. La source lumineuse provlent d'une lampe Sylvama (EKE, halogene) de
150 W et 1'intensite est ajustee grace a un photometre Li-cor modele L1-185-B.
L'lntenslte lumlneuse est mesuree apres Ie passage dans Ie ftltre rouge et la
reduction du DCPIP est lue de maniere continue.
Le calcul du taux de reduction du DCPIP exprime en nmoles/mg chl/h
est determine a partir de la pente se1on la formule suivante (HOPKINS, I960):
A D.O./min.X 1/16nmo1es/m1X volume de la reaction (m1)/h X 60 min.X 1/mgchl
A D.0./m1n.= pente
















FiHre rouge_ ^ ^ Soy^^ lumineuse
( Corning CS 2-6^ (Syivama 150~V )







Filtre rouge ( Corning CS 2-64
" sharp cut 620 " )
Fibre optique
Support d filtre et a fibre optique
Support 6 cuvette
FIG. A 7.1: Illustration du montage experimental pour les essais sur Ie trsnport
photos y nt hetique des electrons au niveau du PS II ( A ) et modifications
apportees au support 8 cuvette du3pectrophotometre< B ).
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Annexe 8: Nesire par pdarographie du transport photosynthettque des
electrons au mveau du PS I et de 1a chame enttere; montage
experimental et plan du circuit electrique de Toxymetre "Y51
4004".
Le montage experimental pour 1'etude par polarographie du transport
photosynthetlque des electrons comporte plusieurs elements (figure A 8.1).
Une electrode a oxygene (YSI 4004) qui se compose d'une cathode de plattne et
d'une anode d'argent dont 1'extremite baigne dans une solution standard de KC1
empnsonnee par une membrane de teflon permeable a 1'oxygene. L'oxymetre
(Y51 4004 prefabrique) permet d'appliquer un "voltage polanse" a travers
1'electrode. L'oxygene est consomme (redult) a la cathode et Ie signal
electrique, directement proportionnel au taux de consommation d'oxygene, est
amplifte par Fenregistreir-papier. L'oxygene diffuse a 1'interieur de la
membrane de teflon a un taux proportionnel a la pression d'oxygene a 1'exteneur
decelle-cl.
Le plan du circuit electnque de 1'oxymetre est represente a la figure A
8.2. Grace a la resistance variable "R1", Ie voltage polarise est regle entre
0,65 a 0,8 V. Le zero de 1'enregistreir-papler est regle a 5 mV et 1e zero de
1'apparell est ajuste. La callbration (relative) de 1'oxymetre a ete faite a partir
d'une solution saturee en oxygene (100%, R3) et d'une autre saturee en azote
(sans oxygene; zero, R2). Le zero peut aussi etre obtenu en debranchant
1'electrode. Puisque a 25 ° C un ml d'eau renferme 250 nmoles d'oxygene, on
peut ainsl calculer la quantite relative d'oxygene consomme. La calibratlon
absolue peut se faire se1on 1a methode decrite par DELIEU & WALKER (1972).
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Electrode a oxygene
Chambre 8 68 U

























FIG. A 8.1: IHustrationdu montage experimental pour les essais sur 1e transport
photos y nt hettque des electrons pour 1e PS I et 18 chaTneenttere.
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Electrode 6 oxy gene ( Jack )
argent <?> 9 platine
Oxymetre (YSI 4004)
R 1: Aj ustement du voltage polarise
( 0,65-0,80Y)
R2: Ajustement du zero ( sortie )
R3: Ajustement de la sensibHite
R4: Utilise avec amperemetre de








R50 K: potentiometre, echeHe 80-100
(utilise 1or3 des essais de la
"® chaTne entlere de transport
Enregistreur-papier dC3 d CCt ro ns )
oxy metre
-©
FIG. A8.2: P1en du circuit electrique de 1'oxymetre ( YSI 4004 ) el du circuit accessoire.
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Lors de 1'etude du transport photosynthettque des electrons sir la
chame entiere, 1e circuit "accessolre" (Bucking box) permet de modifier
1'echelle de 1'enreglstreur-papier calibre de 0-100 a 80-100 (figure A 8.2). Le
voltage de 1'enreglstreur est regle a 1 mV et 1'ajustement a 100 est regle grace
au potentiometre. De cette fa^on, la sensibHlte du systeme est augmentee par
un facteur de 5 dont 11 faut d'aiHeurs tenir compte 1ors du calcul du taux
d'oxygene consomme. Par atHeurs, lorsque 1>act1v1te reductrice est fatble, la
pente se mesire avec plus de precision. La comparaison du taux d'oxygene
consomme pour deux voltages dtfferents (1 et 5 mV) mdtque qu'H y a peu
d'ecart dans les resuttats (tableau A 8.1). La concentration de ch1orophy11e
(mg/ml) exerce une tres grande 1nf1ucence sur 1'activlte photosynthettque
mesuree (figure A 8.3). L'acttvlte diminue gradueHement avec 1'augmentatlon
de 1a teneur en chlorophyHe du milieu de suspension des chloroplastes. La
diminution est associee a 1'opacite de 1a suspension pour 1es fortes
concentrations de ch1orophy11e.
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TABLEAU A 8.1: Variation du laux de consommation d'oxygene par une
suspension de3 ch1oropl83te3 de t.minor Ie moms pour

















30 40 50 60
Chlorophylle ( ^9/ml )
Influence dp concentrations variees de
chlorophylle sur la consommation d'oxy gene
par des chloroplastes de L .nif'n^r 1ors de 1a
mesure du transport dos electrons au mveau
du PS I.
92
Annexe 9: influence de I'Qtrazine et de 1'intenslte lumineuse sur

















































Intensite lumineuse (uE rrTsec')
•: Temoin
m =Kp/V max =8.90
„ ^1/y= 9,56-10-*-8,90/x
:Traite
m = Kp/V max =4,55 »«
^3
—:1/y=1Cy3-1cr-»-4,55/x
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
~2 -1 o, -
1/lnten3ite lumtneuse (uE m see )
-t—I—I
0,008 0,009 0,01
FIG. A 9.1: Courbe de saturation lumtneuse, pour la reduction du DCPIP d'une
suspension de chloroptasles de i. miner temoinset traiteesper
0,25 ppm d'atrazine (A) et expression llnealre des resu1l8t3 (B).
**P<0,01 CPtest)




















































0,000 0,001 0,002 0/003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0/009 0,01
-2 -1v-
l/lntensite lumlneuse (uE m" see')
FIG. A 9.2: Courbe de saturolion lumineuse pour 1a reduction du DCPIP d'une
suspension de chloroplastes de /. minor temoins et t rat tees par 0,25
ppm d'atrazine (A) et expression lineslre des re3u1t8t3 (B).
**P<0.01(T-ltes1)
): R2=0,99 , r =0,99 , -/S^^ = 0/092 / <g): R2=0/95 , r =0/97 , ^3,^/0 = °/177
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Annexe 10: Influence de I'atrazine et de 1'intensite lumineuse
















































Intenslte lumineuse ( uE m see )
Tralte
m = Kp/V max = 0,8689 **
^31 /y= 1,068 .16'° + 0,8689/x (3
•'Temoin
m = Kp/VmaK= 0,6532
_ _: 1 /y= 1,3094.103 + 0,6532 /x
0,001 0,002 0/003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0/009 0,01
-2 -1..-
1/lntensite lumineuse ( uE rrT see')
FIG. A 10.1: Cour be de saturation lumlneuse pour 18 consom.mation d'oxygenepar une
suspension de chloroplastes de L. minor temoin3 et traltees p8r0,25
ppm d'atrazine ( A ) et expression lineaire des re3u1tat3 ( B ).
«*P< 0,01 (T^test)
(a): R2=0/99 , r=0,99, ^^y = 0,018 ®= R2=0,99 , r=0,99, ^S^y = 034
Annexe 11: influence de Tatrazine et de T1ntens1te lumineuse sur
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m =Kp/V max =3,061
—_:1/y=16,31-10 + 3.061 /x @
•:Traite
m = Kp/Vmax= 2,638 *
.:1/y=t5J3.103 + 2,638 /x
4- +
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0.006 0^007 0,008 0,009 0,010
-2 -1s-
1/Intensitelumineuse (uE rrfsec')
FIG. A 11.1: Courbe de saturation 1um1neu3e pour la consommationd'oxygene par une
suspension de chloroplastes de L. mi nor temoins et traitees par 0,25
ppm d'atrazine ( A') et expression linesire des resultats ( B )
* P<0/05(Ttes1)
®= R2=0,98, r=0,99, ^^ = Q052 ®= R2=0,98, r=0,99 , v/S^x/y =! 0,052'yxr 'yxr
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-2 -I





m =Kp/V max =2,982 (N.S.)
^3-:1/y=14,94.16-0 + 2,982 /x
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0.008 0.009 0,010
-2 -1»-
1 /Intenslte lumineuse (uE m" see' )
FIG. A 11.2: Cour be de saturation lumineuse pour Isconsommationd'oxygene par une
suspension de chloroplestes de /. minffr temoinset Irattees p8r0,25
ppm d'alrozinc (A) el expression lincoire des resultots (B).
N.S.: non significatif , Pr > 0,05
<S).. R =0,96, r=0,98, ^^ = Q073 ®= R2=0,98, r=0,99 , ^^x/y =•• 0,06'yxr 'yxr

















































», , , .
500 1000 1500 2000 2500 3000
_~2 -1
Intensite lumineuse (lAE m see )
•: Traile
m = Kp/Vmax= 3,80 *
«3=1/y= 14/82.10" + 3,80 /x @
•:Temoin
m = Kp/Vmaxs 3,22
__;1/y=13,19.103 + 3,22 /x
-I—I—I—I—I' \ —I—I—I• I
0,000 0,001 0,002 0.003 0/004 0,005 0,006 0/007 0,008 0,009 0,010
-2 -1 „- 1
1/lnten3ite1um1neu8e CuErrTsec')
FIG. A 11.3: Courbc dc saturation lumincuse pour la consommation d'oxygcne par unc
suspension de chloroplastes de L. mfnor temoinset traitees.per 0/25
ppm d'atrazine (A) et expression Hneaire des resultats (B).
* P< 0,05 (Tl test)
®= R2=0,99, r=0,99, v/S^/y = Q018 ®= R2=0,96/ r=0,98 , v/S^/y == 0,099'yx' 'yx'
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m =Kp/V man =4,35 *
_:1/y=15,07.l63 + 4,35 /x (a
•:Temoin
m = Kp/VmaK= 2^88
_—=1/y=15,29.103 •». ^88 /x
4. -1—I—I• I• I—I—I' I—I
0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0.007 0/008 0,009 0.010
-2 -1 v-
1 /Intenslte lumineuse ( uE m^3ec')
FIG. A 1 1.4: Courbe de saturation lumineuse pour 1a consommetion d'oxygene par une
suspension de chloroplastes de /. mf nor temoins et trai tees par 0,25
ppmd'atrazine (A) et expression Hneaire des resultats (B)
* P< 0,05 (r- test)
®: R2=0,99, r=0.99 / N/s^y/y = Q025 ®. R2=0,99, r=0,99,^^/y =: 0,035'yxr 'yx'
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Annexe 12: Duree de conservation des ch1orop1astes de Z. ,77 fnor temoms et
traitees par 0,25 ppm d'atraztne in vitro\ influence sur
remission de 1a Huorescence a 680 nm en presence de NgC^ et sur
1'activite photosynthetlque du PS I et de la chame entiere du
transport des electrons.
Lors de 1'etude de 1a duree de conservation fn vitro des membranes
photosynth^ttques, 1es procedures expenmentales sont identiques a ce11es
c^crites au chapttre 2. La duree de conservation des ch1orop1astes (figure A
12.1) influence constderablement la capadte des catlons a provoquer une
augmentatton de 1'1ntens1te de la fluorescence. En fait, 1a fluorescence emise
par 1es chloroplastes de plantes t^moins dlmlnue de 51% a 5 °C et de 56% a
23 ° C apres plus de 6 heures de conservation. Pour 1a meme duree, 1a
diminution equtvaut ^20% a 5 ° C et a 48% a 23 °C chez les chloroplastes de
plantes trattees. De meme Tact1v1te photosynthetlque du PS I dlmimue
graduellement apres une penode de latence de deux a trois heures chez les
ch1orop1astes de plantes temoins et ceux de ptantes traitees, lorsqu'Hs sont
conserves dans 1a giace fondante (figure A 12.2 et A 12.3). Les ch1orop1astes
de plantes traitees semblent vjeillir molns rapldement que ceux de plantes
temoins. De fait, apr^s environ 6 heures de conservation, les chloropiastes de
plantes temolns ont une acttvite photosynthetique plus fa1b1e que ceux de
plantes traltees. En effet, Tacttvite photosynthetlque du PS I dlmmue d'environ
25% (moyenne des deux experiences) entre 5 et 6 heires apres Ie debut de
1'extractton des chloroplastes centre 14% chez ceux de plantes traitees.
L'activite de 1a chatne entiere paratt plus stable avec 1e temps que ce11e du
























FIG. A 12.1: Effet de laduree de conservation sur Tintensite de la fluorescenced'une
suspension de chtoroplastes de L . ^^/" ^emoi n3 et ^a^ees par 0,25





FIG. A 12.2: Effet de la dureedeconser-
vatlon sur 1'activite photosynthetique
du PS I par urw suspension de chloro-
plastes de L. n'n'n^r temoins et traitees





























F IG. A 12.3: Effet de la duree de conser-
vation sur 1'activite photosyn^hetique
du PS I par une suspension de chloro-
plastes de L. mmor (emoins el traitees


















FIG. A 12.4 : Effel de la duree de conser-
vation sur Taclivile photosynthetique
de la chaine entiere de transport
• dos electrons par une suspension
de chloroplastes de L. m f'nof temoins
e\ trainees par 0,25ppm d'alrazine.
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11 semble que 1e trattement des plantes par 0,25 ppm d'atrazine
permette aux chloroplastes de mamtemr une acttvite photosynthetlque plus
longtemps en prolongeant la duree de conservation in vitro. Le vleHUssement
des membranes photosynthetiques in vitro serait He a 1a degenerescence de la
matnce Hpidlque (GINKEL et FORK, 1981; VENEDIKTOV et KRIVOSHEJEVA,
1983), ainsi qu'a la degradation du contenu ptgmentalre des chloroplastes et a
1a deterioration du complexe membranalre responsable de 1'oxydation de 1'eau
au niveau du PS II (PANIGRAHI et BISWAL, 1979a, 1979b). Toutefols, la
degradation des pigments est tres faible dans I'obscurite et dans 1es premieres
heures qui sutvent 1'extraction des chloroplastes. De plus, 1e complexe
membranaire responsable de Toxydatton de 1'eau n'est pas Implique dans la
reaction photosynthettque pour 1e PS I. Cela suggere que Ie v1e11issement
mains prononce que nous avons observe chez 1es chloroplastes de plantes
traitees seralt p1ut6t attnbuable aux modifications observees dans la
composition Hpidique (6RENIER et al, 1979; LAROCHE, 1983). WINTERNANS et
a1. (1969) ont observe une activtte de la monoga1acto1ipase en presence de NaC1
gui conduit a 1a liberation d'addes gras Hbres, notamment 1e C^g-insature.
SIEGENTHALER et a1. (1972 &1977) ont egalement montre que 1'ajout d'acides
gras libres insatures provoque une diminution des reactions photosynthetiques
slmHatres a celles que 1'on observe lors du vieilHssement des plastes. CHOW
et BARBER (1980) ont montre que 1a presence d'adde Hnolenique Hbre empeche
I'empHement granaire //? vftro. De plus, BARBER & al (1980) suggerent que la
liberation d'acide Hnolenique causeratt une diminution importante de 1a
Hmdlte des membranes, ce qui entraveratt 1'accolement thylakoidien en
presence de catlons.
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Annexe 13: Temps minimum necessaire a une emission maximale de 1'lntensite
de 1a fluorescence en presence de 1 mh de NgCI^ par une suspension
de chloroplastes de /. minor temoins et traitees a 1'atrazine.
L'augmentation d'tntenslte de 1a fluorescence est mesuree en fonctton
du temps a parttr d'une suspension de ch1orop1astes (2 m1) contenant 5 jjig/ml
de ch1orophy11e apres y avoir ajoute 20 n1 d'une solution de NgC1^ ^100 mN.
Le magnesium provoque une augmentatton de 1a fluorescence de 11,5
unites (50%) chez 1es ch1orop1astes de plantes temoins et d'a peine 2,5 unites
chez 1es chloroplastes de plantes tralt6es (figure A 13.1). Chez les t6mo1ns, Ie
seuil maximum est attelnt environ 200 s apres 1'lntroductlon de 1 mN de MgC1^.
11 semble que 1'introduction du magneslum sous une forme relatlvement
concentree interfere avec 1e processus d'emlsslon de la Huorescence chez 1es
chloroplastes de plantes traltees, pulsque pour 1e meme echanttHon, 1a
procedure habituelle (introduction d'une aliquote de ch1orop1astes dans une
solution contenant 1 mN de hgd^) am^ne une augmentation de 1a nuorescence
d'envtron 13 unites contre 16 unites pour les temolns. De ce fait, 11 est
relattvement d1ff1ci1e de comparer 1e temps minimum requls pour attelndre 1e
seuil maximum de la fluorescence entre 1es ch1orop1astes de plantes temolns et
ceux de plantes traltees.
Le seui1 maximum de 1a fluorescence est atteint apres 140 a 180 s pour
les chloroplastes d'epinard et de 180 a 350 s pour les chloroplastes de pois
(GROSS et HESS, 1973; BRIANTAIS et a1, 1984; BARBER et NALKIN, 1981). Ces
penodes de temps correspondraient a 1a diffusion des complexes proteiques
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charges a travers la membrane photosynthetique. De plus, Ie trattement des
membranes par 1e cholesterol affecte 1a f1uid1te des membranes et Inhtbe
1'augmentatlon de 1a fluorescence en presence de cattons et 1a segregation des
complexes proteiques. Le temps pour atteindre Ie seu11 maximum de 1a
Huorescence vahe avec 1a temperature et avec Tage des chloroptastes qui



































FIG. A 13.1: Augmentation de la fluorescenoe d'une suspension de chloroptastes de
i. m mar temoins et traitees par 0,25 ppm d'atrazine en presence
de ImMdeMgd^.
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